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La angiotensina-(1-7) [Ang-(1-7)] es un heptapéptido del sistema renina 
angiotensina (SRA) generado a partir de la angiotensina (Ang) II y de la Ang I a través 
de diferentes rutas enzimáticas. La Ang-(1-7) se une al receptor metabotrópico Mas 
acoplado a proteína G y ha suscitado un creciente interés en los últimos años ya que 
se considera un antagonista fisiológico de la Ang II, pudiendo contrarrestar varias 
acciones deletéreas de esta última. En el presente trabajo de investigación, se 
determinó la capacidad de la Ang-(1-7) para disminuir en células vasculares humanas 
en cultivo las respuestas inflamatorias y senescentes, entendidas como procesos 
ligados al daño vascular. 
En células de músculo liso de aorta humana (CMLAH) se utilizó como 
marcador de inflamación la inducción de la sintasa de óxido nítrico inducible  (iNOS) y 
la consiguiente liberación de NO, cuantificadas por Western blot y por el método de 
Griess, respectivamente. Se observó que la Ang-(1-7) redujo de manera dependiente 
de la concentración la inducción de iNOS  estimulada tanto por Ang II (100 nM; 18 h) 
como por la citoquina proinflamatoria interleuquina IL-1(2,5 y 10 ng/ml; 18 h), 
entendida como una molécula inflamatoria independiente del SRA. El efecto inhibidor 
de la Ang-(1-7) (100 nM) se abolió en presencia de los antagonistas del receptor Mas 
A779 (1 µM) y D-Pro7-Ang-(1-7) (1 µM). Utilizando los fármacos inhibidores apocinina 
(30 µM) y tiocarbamato de pirrolidina (PDTC; 100 µM), se observó también que el 
efecto de la Ang-(1-7) dependía de la inhibición de la actividad de la enzima NADPH 
oxidasa y del factor de transcripción NF-B estimuladas por Ang II y por IL-1.  
En células endoteliales de vena de cordón umbilical humano (HUVEC), se 
utilizó como marcador de inflamación la expresión de las moléculas de adhesión 
ICAM-1 y VCAM-1, que cumplen un papel importante en la adhesión de leucocitos 
ligada al desarrollo del proceso aterosclerótico. Mediante citometría de flujo e 
inmunofluorescencia indirecta, se determinó que la activación del eje Ang-(1-
7)/receptor Mas era capaz de reducir la expresión de estas moléculas de adhesión 
estimuladas por Ang II e IL-1, posiblemente por un mecanismo que implicaba a la 
enzima NADPH.  
La senescencia vascular es una respuesta al estrés asociada con la 
ateroesclerosis y el daño vascular. En HUVEC, la Ang II y la IL-1 indujeron un 
aumento de células senescentes, determinadas por tinción positiva a -galactosidasa 
(SA-gal), y del daño telomérico celular, determinado por inmunofluorescencia, lo que 
fue revertido parcialmente por la Ang-(1-7) a través del receptor Mas. Se comparó el 
efecto de la Ang-(1-7) con el de la adipoquina Nampt/PBEF/visfatina, una adipoquina 
con actividad enzimática nicotinamida fosforribosil transferasa (Nampt) y cuyos 
niveles, contrariamente a los de Ang-(1-7), están aumentados en la obesidad. La 
Nampt/PBEF/visfatina (10-100 ng/ml; 24 h) incrementó la tinción de SA-gal y el daño 
telomérico de manera dependiente de la concentración y del tiempo. Estos efectos de 
la Nampt/PBEF/visfatina (50 ng/ml; 24 h) se abolieron con el inhibidor de la Nampt 
APO866 (10 µM) y con apocinina (30 µM) indicando la participación de la NADPH 
oxidasa y de la Nampt en el efecto prosenescente de esta adipoquina.  
Este trabajo indica que el eje Ang-(1-7)/receptor Mas posee propiedades 
antiinflamatorias y antisenescentes que pueden contrarrestar no sólo la acción de la 
Ang II sino de otras moléculas independientes del SRA y con un papel importante en 
el daño vascular. En este sentido, el eje Ang-(1-7)/receptor Mas podría constituir una 






Angiotensin-(1-7) [Ang-(1-7)], an heptapeptide of the renin angiotensin system 
(RAS) is generated from angiotensin I and angiotensin II (Ang II) by different enzymatic 
pathways. Ang-(1-7) binds the G protein-coupled receptor Mas. Actually Nowadays, 
Ang-(1-7) is considered as a physiological antagonist of Ang II, since this peptide can 
counteracts various deleterious actions of Ang II in the vascular wall. In the present 
study, we investigated the potential antiinflammatory and antisenescent actions of Ang-
(1-7) in cultured human vascular cells.  
In vascular smooth muscle cells (HASMC) we used the inducible nitric oxide 
synthase (iNOS) levels and NO release as inflammatory markers, which were 
determined by Western blotting and the Griess method, respectively. Pre-incubation 
with Ang-(1-7) (100 nM) markedly reduced in a concentration-dependent manner the 
iNOS induction and NO release stimulated by both Ang II (100 nM; 18 h) and the pro-
inflammatory cytokine IL-1 (2,5 y 10 ng/ml; 18 h), the latter taken as a RAS-
independent inflammatory molecule. Furthermore, the Mas receptor antagonists A779 
(1 µM) and D-Pro7-Ang-(1-7) (1 µM) totally blocked the anti-inflammatory effects of 
Ang-(1-7). By using the drugs apocynin (30 M) and PDTC (100 µM), we determined 
that the anti-inflammatory effects of Ang-(1-7) relied on a sequential inhibition of the 
activation of both NADPH oxidase and nuclear factor NF-B  stimulated by Ang II and 
IL-1.  
In human umbilical endothelial cells (HUVEC), the expression of adhesion 
molecules, such as ICAM-1 and VCAM-1, was used as a marker of inflammation. 
These molecules play a crucial role in inititing the atherosclerotic process. Using flow 
citometry and indirect inmunofluorescence, we observed that the activation of Ang-(1-
7)/Mas receptor axis markedly attenuated the expression of both adhesion molecules 
induced by both Ang II and IL-1through a mechanism involving NADPH oxidase 
inhibition. 
Vascular senescence is a stress response associated with atherosclerosis and 
vascular damage. In HUVEC, Ang II and IL-1 enhanced the number of senescent 
cells positive to galactosidase (SA-gal) staining and promoted DNA damage 
determined by indirect inmunofluorescence. Pre-incubation with Ang-(1-7) markedly 
reduced senescence through a mechanism involving Mas receptors. We further 
compared the antisenescent effect of Ang-(1-7) with that of the adipokine 
Nampt/PBEF/visfatin, which exhibits nicotinamide phosphorribosil transferase 
enzymatic activity (Nampt). Contrary to Ang-(1-7), Nampt/PBEF/visfatin levels are 
enhanced in obesity. Nampt/PBEF/visfatin (10-100 ng/ml) increased SA-gal staining 
and telomere-associated DNA damage in a concentration-dependent manner. The pro-
senescent effect of Nampt/PBEF/visfatin (50 ng/ml) was abolished by both the Nampt 
inhibitor APO866 (10 µM) and apocynin (30 µM), indicating that Nampt/PBEF/visfatin 
induces human endothelial cells senescence through a mechanism relying on Nampt 
and NADPH oxidase activity. 
This study shows that the Ang-(1-7)/Mas receptor axis exhibits anti-
inflammatory and antisenescent properties not only against Ang II, but also against 
other pro-inflammatory molecules independent of the RAS. Therefore, the Ang-(1-
7)/Mas receptor axis arises as a potential therapeutical target for modulating vascular 
inflammation and senescence. 
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macrófagos 
MAPK: quinasas activadas por mitógeno  
MAPK/p38: quinasas activadas por mitógeno 
p38 
MCP-1: proteína quimioatrayente de monocitos-
1 
MDC1: proteína 1 mediadora del punto de 
control de daño del ADN  
MDM2: murine double minute 2 
MIF: factor de inhibición de la migración de 
macrófagos 
MMPs: metaloproteinasa de matriz extracelular 
MMP-3: mataloproteinasa de la matriz 
extracelular-3 
MMS2: enzima sensitiva a metil 
metanosulfonato-2 
NaCl: cloruro de sodio 
NAD
+
: dinucleótido de nicotinamida adenina en 
su forma oxidada. 




: dinucleótido de nicotinamida adenina 
fosfato en su forma oxidada 
NADPH: nicotinamida adenina dinucleótido 
fosfato reducido 
Na2HPO4: fosfato de sodio 
Nampt: nicotinamida fosforribosil transferasa 
NaNO2: nitrito sódico 
NaOH: hidróxido de sodio 
NEDA: N-(1-Naftil) etilendiamina 
NF-κB: factor nuclear κB 
NIK: quinasa inductora de NF-κB 
NMN: mononucleótido de nicotinamida 
Nmnat: mononucleótido de nicotinamida adenilil 
transferasa 
nNOS: sintasa de óxido nítrico neuronal 
NO: óxido nítrico 
Nonidet P40: octilfenoxi-polietoxi-etanol 
NOS: sintasa de óxido nítrico 
O2: Oxígeno molecular 
O2
•_ 
: anión superóxido 
OH
.
: radical hidroxilo 




P16: proteína supresora de tumores 16  
P14/ARF: proteína supresora de tumores 14 
P21: proteína supresora de tumores 21 
P53: proteína supresora de tumores 53 
PAI-1: inhibidor del activador del plasminógeno-
1 
PBEF: factor incrementador de colonias de 
células pre-B 
PBS: tampón fosfato salino 
PCNA: antígeno proliferante nuclear celular 
PCP: prolil-carboxipeptidasa 
PDT: tiempo de duplicación de la población 
PDTC: ditiocarbamato de pirrolidina 





PGI2:  prostaciclina I2 
PGE2:  prostaciclina E2 
PI3K: fosfatidilinositol 3-quinasa 
PKC: proteína quinasa C 
PKG: proteína quinasa dependiente de GMPc  
PMSF: fluoruro de fenilmetilsulfonilo  








PPAR: receptor gamma activado por el factor 
proliferador de peroxisomas  
 
pRb: proteína retinoblastoma 
 
PTEN: fosfatasa y homóloga de tensina 
eliminada del cromosoma 10 
 
RANK: receptor activador para el  factor nuclear 
κB 
 
RAS: Renin angiotensin system 
 
ROS: especies reactivas de oxígeno 
SAHF: focos de heterocromatina asociados a 
senescencia 
SASP: Senescencia asociada al fenotipo 
secretor 
SDS: dodecilsulfato sódico 
SHR: ratas espontáneamente hipertensas 
SIRT1: sirtuína-1 deacetilasa dependiente de 
NAD 
SMS: secretoma de mensajería de la 
senescencia 
SNC: sistema nervioso central 
SRA: Sistema renina angiotensina 
 
STAT1: transductor de señal y activador de la 
transcripción 1 
TBE: tampón de Tris, borato y EDTA 
TBS-T: tampón salino de Tris y Tween 20 
 
TCR: receptor de linfocitos T 
 
TGF-el factor de crecimiento transformante 
beta 
 
TIFs: Disfunción telomérica inducida 
 
TLR: receptor tipo toll 
 
TNF-α: factor de necrosis tumoral-α 
 
TNF-: factor de necrosis tumoral-
 





TRITC: isotiocianato de tetrametil-rodamina 
 
TRF: fragmento de restricción terminal 
 
TRF-1: factor 1 de unión a las repeticiones 
teloméricas 
 
TRF-2: factor 2 de unión a las repeticiones 
teloméricas 
 
Tween 20: agregado de polisorbato 20 
URL: unidades relativas de luz 
VCAM-1: molécula de adhesión vascular-1 






































1. SISTEMA RENINA ANGIOTENSINA-ALDOSTERONA. 
 
1.1 El sistema renina angiotensina. 
El sistema renina angiotensina (SRA) sistémico es un mecanismo coordinado 
de cascadas hormonales principalmente controlado por la producción y liberación de 
renina desde los riñones a la circulación (Fig. 1). El SRA tiene como principales 
acciones el control de la presión sanguínea y la homeostasis de electrolitos a través de 
sus acciones vasoconstrictoras y los efectos estimulantes de la secreción de 
aldosterona. El SRA tiene un papel muy relevante tanto en procesos fisiológicos como 
fisiopatológicos (Singh et al., 2006). El SRA actúa tanto de forma endocrina como 
paracrina o autocrina, ya que la presencia o no de sus componentes en el sitio de 
acción es lo que determina la respuesta específica de su activación (Santos et al., 
2008a). 
El SRA que actúa localmente está presente en varios órganos, incluyendo 
vasos sanguíneos, corazón, glándula adrenal, ojos, páncreas, sistema reproductivo, 
tejido adiposo, sistema linfático y cerebro (Bader et al., 2001; Castro et al., 2010). Este 
sistema local se caracteriza por la presencia a nivel tisular de componentes como el 
angiotensinógeno, enzima convertidora de angiotensina (ECA) y receptores 
específicos. Estos componentes son capaces de generar angiotensina II (Ang II) 
localmente y de llevar a cabo acciones paracrinas y autocrinas, como las involucradas 
con el crecimiento, proliferación y metabolismo celular. (Ribeiro-Oliveira et al., 2008). 
 En la pared vascular se producen todos los componentes del SRA excepto la 
renina, por lo que para la formación de Ang II localmente se requiere la renina 
circulante producida en el riñón. Niveles detectable elevados de ECA se localizan en la 
adventicia y se expresan en células de músculo liso y células endoteliales en cultivo. 
El angiotensinógeno se ha identificado en las células de músculo liso, el endotelio y en 
la grasa perivascular (Touyz y Schiffrin, 2000). Aunque la Ang II es el principal efector 
de este sistema, la familia del SRA incluye a otros péptidos biológicamente activos 
como son  la angiotensina (Ang IV), la angiotensina III (Ang III)  y la angiotensina-(1-7), 







1.2 Síntesis y degradación de Ang II. 
El componente final y principal efector del SRA es la Ang II, que es producida a 
partir del angiotensinógeno por acción de la renina y la ECA. La renina, codificada por 
un solo gen localizado en el cromosoma 1, es producida y secretada por las células 
yuxtaglomerulares íntimamente asociadas a las arteriolas aferentes renales. En un 
inicio, es sintetizada como un péptido inactivo denominado pre-pro-renina y 
posteriormente sufre una ruptura en su secuencia y se convierte en pre-renina, que es 
almacenada en gránulos en donde proteasas como las convertasas y la catepsina B 
rompen un segmento NH2-terminal del aminoácido. La renina se convierte así en un 
péptido activo, pasando de 43 a 40 aminoácidos, y es secretada mediante un 
mecanismo de exocitosis. La secreción de la renina se encuentra regulada por 
múltiples factores como las alteraciones en la presión de perfusión renal (señales 
hemodinámicas), alteraciones en el balance de sodio (señales humorales u 
hormonales) y la influencia del sistema nervioso simpático (señales neurogénicas). La 
señalización ocurre directamente por la influencia de estos estímulos o a través de 
catecolaminas circulantes (Bader  y Ganten, 2008; Castro et al., 2010). 
El angiotensinógeno es una glicoproteína de 14 aminoácidos producida en el 
hígado y otros tejidos tales como el corazón, los vasos sanguíneos, el riñón y el tejido 
adiposo (Ribeiro-Oliveira, 2008). El angiotensinógeno circula como un péptido 
biológicamente inactivo, el cual  es hidrolizado por acción de la renina originando el 
péptido angiotensina I (Ang I) compuesto por 10 aminoácidos (Ribeiro-Oliveira, 2008). 
La síntesis del angiotensinógeno es estimulada por la inflamación, la insulina, los 
estrógenos y glucocorticoides, la hormona tiroidea y la Ang II. Las concentraciones 
circulantes de angiotensinógeno son iguales a la Km de la renina para su sustrato 
(alrededor de 1 M). Por lo tanto, la síntesis del angiotensinógeno puede modular los 
niveles circulantes de Ang II, de modo que niveles elevados de angiotensinógeno 
están relacionados con hipertensión (Jeunemaitre et al., 1992).  
La ECA elimina dos aminoácidos  amino- o carboxi-terminales de la Ang I 
originando el octapéptido Ang II, que es el principal componente biológicamente activo 
de SRA (Fig. 1). La ECA es una metaloproteinasa de zinc compuesta por 1277 
aminoácidos que se encuentra distribuida en todo el organismo, incluyendo el sistema 
nervioso central. Está presente en las células endoteliales, siendo el endotelio 
pulmonar donde se localiza en una mayor proporción. Además de la Ang I otros 





ambas son degradadas por la ECA ó la bradiquinina (BK), que es inactivada por la 
ECA (Shi, 2010).  
Adicionalmente, existe otra vía por la cual se puede sintetizar Ang II sin 
involucrar a la ECA. Este mecanismo alternativo se ha detectado en el tejido vascular 
y, al ser independiente de la ECA, no se ve afectado por los inhibidores 
farmacológicos de esta enzima. En dicha vía, el angiotensinógeno puede ser 
convertido directamente en Ang II por efecto de la catepsina G y la tonina (Wolny et 
al., 1997) La Ang I puede ser convertida en Ang II por acción de la cimasa, la enzima 
generadora de angiotensina tipo 2 sensible a cimostatina, y la catepsina G. La cimasa 
puede desempeñar un papel importante para la conversión de Ang I en Ang II en el 
corazón y en los riñones.  En los seres humanos se estima que el 40%  de la Ang II 



















Fig. 1. Esquema del Sistema Renina Angiotensina. Abreviaturas, ECA2: enzima 
convertidora de angiotensina tipo 2, ECA: enzima convertidora de angiotensina, PEP: 
prolil-peptidasa, EPN: endopeptidasa neutra, AT1: receptor de angiotensina tipo 1, AT2: 
receptor de angiotensina tipo 2 (Modificado de Lavoie y Sigmund, 2003;  Santos, 
2005a).  
 
La Ang II es degradada por la aminopeptidasa  A en su extremo N-terminal 
dando por resultado la  Ang III, que es un péptido biológicamente activo con efectos 





con mayor afinidad al AT2.  Asimismo, la Ang III es degradada por la aminopeptidasa N 
que remueve el aminoácido arginina de su extremo N-terminal originando la Ang IV. 
Este péptido también puede ser originado a partir de la Ang II por la aminopeptidasa D. 
Entre las acciones de la Ang IV se incluyen el incremento del óxido nítrico (NO) 
endotelial en células endoteliales de pulmón y la regulación del transportador de 
glucosa GLUT-4, lo cual está mediado por su unión al receptor AT4. En adultos, este 
receptor se localiza en corazón, pulmón, riñón, cerebro e hígado  (Lavoie y Sigmund, 
2003; Ribeiro-Oliveira, 2008; Santos, 2005a). La Ang II también es degradada a Ang-
(1-7) por la isoforma II de la ECA (ECA 2). La ECA 2 es homóloga en un 42 % a la 
ECA, pero presenta actividades biológicas distintas (Shi et al., 2010).   
 
1.3 Receptores de Ang II. 
 
      1.3.1 Receptor AT1. 
La Ang II se une a dos tipos de receptores, AT1 y AT2, que son miembros de la 
familia de receptores transmembrana acoplados a proteína G. Poseen un 30% de 
homología en su secuencia, pero funcionalmente son distintos.  La mayoría de los 
efectos de la Ang II, como la vasoconstricción, la estimulación del crecimiento y la 
fibrosis, están mediados por el receptor AT1, el cual está constituido por 359 
aminoácidos  y posee un peso molecular de 40 kD. Este receptor tiene siete dominios 
transmembrana con un grupo carboxi-terminal localizado en el citoplasma, que traduce 
las señales y uno amino-terminal glucosilado extracelular que permite la unión al 
receptor (Miura et al., 2011). 
El receptor AT1 se localiza principalmente en la pared vascular, el pulmón, el 
hígado, el cerebro y el riñón. A nivel vascular, se encuentra en alta proporción en las 
células de músculo liso, en bajos niveles en la adventicia y es indetectable en el 
endotelio (Touyz y Schiffrin, 2000). El receptor AT1 es regulado por internalización 
después de su unión a la Ang II, lo que reduce el número de receptores disponibles en 
la membrana celular  provocando una desensibilización de la célula a la Ang II (Castro 
et al., 2010). Este receptor activa un gran número de vías de señalización que incluyen 
liberación de fosfolipasas de calcio, la vía de las proteínas quinasas activadas por 
mitógenos (MAPK), la vía de las janus quinasas (JAK), serina/treonina proteína 
quinasas, pequeñas proteínas acopladas a proteína G, factores de transcripción y la 





La Ang II, a través de este receptor, también induce vasoconstricción, 
interviene en la modulación del tono vascular y la presión arterial, contribuye al 
mantenimiento de la regulación del sodio y la homeostasis del agua e interviene en 
mecanismos del sistema nervioso central. En la pared vascular, el efecto de la Ang II a 
largo plazo puede inducir crecimiento celular, migración y diferenciación, apoptosis, así 
como deposición de la matriz extracelular (Touyz y Schiffrin, 2000) (Tabla 1). 
Los inhibidores de la ECA (IECAs) fueron los primeros agentes farmacológicos 
desarrollados para bloquear el SRA evitando la formación de Ang II. El mecanismo de 
acción por el cual actúan estos fármacos se basa en que inhiben la actividad de la 
ECA, lo que evita la conversión de Ang I en Ang II. Sin embargo, no son capaces de 
inhibir la formación de Ang II llevada a cabo por el mecanismo independiente de la 
ECA. Existe un gran número de IECAs entre los que se incluyen captopril, enalapril, 
ramipril y perindopril. Los IECAs disminuyen la presión sanguínea, induciendo una 
regresión de la hipertrofia ventricular izquierda y una mejora de la función endotelial; 
es por eso que son altamente efectivos en el tratamiento de la hipertensión y la 
insuficiencia cardiaca congestiva (Bernstein et al., 2013; Sevá Pessôa et al., 2013). 
Los antagonistas del receptor de angiotensina II (ARA), en lugar de actuar 
reduciendo la formación de Ang II, antagonizan competitivamente los receptores AT1, 
inhibiendo su activación por la Ang II. Como consecuencia de ello, la Ang II se une a 
los receptores AT2 que no se encuentran bloqueados, lo cual contribuye a los efectos 
benéficos de estos fármacos. Esto produce un aumento en la liberación de NO, BK, 
prostanglandinas (PGs) e inhibición del crecimiento y proliferación de células 
musculares cardiacas, entre otros efectos. Los ARAs  empleados en tratamientos 
antihipersivos son losartán, candesartán, valsartán e ibersartán (Bernstein et al., 2013; 
Sevá Pessôa et al., 2013). 
 
1.3.2 Receptor AT2. 
El receptor AT2 está compuesto por 363 aminoácidos, posee un peso molecular 
de 41 kD, se expresa en altos niveles en tejidos fetales y decrece al nacer. En los 
adultos, se expresa en el páncreas, el corazón, los riñones, las glándulas adrenales, el 
cerebro y la pared vascular (Touyz y Schiffrin, 2000). A nivel vascular, predomina en la 
adventicia y es detectable en la media (Uemura et al., 2008). Este receptor puede 
antagonizar los efectos de la Ang II sobre el receptor AT1, ya que el receptor AT2 forma 
un heterodímero con el receptor AT1 (Castro et al., 2010). El receptor AT2 también 





guanosín monofosfato cíclico (GMPc) mientras que inhibe los canales de calcio  y la 
guanilato ciclasa (GC) (Horiuchi et al., 1999) (Tabla 1). 
En la siguiente tabla se recogen las principales acciones de la Ang II a través 
del receptor AT1 y AT2:  
AT1 AT2
 Vasoconstricción coronaria, renal y
cerebral.
 Aumento de la reabsorción de sodio y
retención de agua en los túbulos renales.
 Estimulación de la liberación de
aldosterona.
Aumento de la secreción de vasopresina.
 Inhibición de la renina.
Aumento de la formación de ROS
 Formación de matriz extracelular.
Aumento de la secreción de endotelina.
Aumento de la contractilidad cardiaca.
Hipertrofia cardiaca.
 Proliferación e hipertrofia de las células
de músculo liso vascular.
 Aumento de la fibrosis miocárdica y
vascular.
 Aumento de la actividad del SNC y
disminución de la actividad vagal.
Antiproliferación celular.
Aumento de la formación de 
vasodilatadores:  NO, prostanoides y BK
Diferenciación celular.
 Reparación de tejidos.
 Efectos apoptóticos en células endoteliales
y mensagiales.
 Regeneración de la matriz extracelular.
 Desarrollo de los riñones y el tracto
urinario.
 
Tabla 1. Principales efectos de la Ang II mediados por los receptores AT1 y AT2 
(Adaptado y modificado de Santos et al., 2005a, Castro et al., 2010; Crowley y 
Coffman, 2012). 
 
1.4 El sistema renina angiotensina, en la inflamación y daño vascular. 
La Ang II puede actuar como un agente proinflamatorio, capaz de modular la 
respuesta inmune y la de células inflamatorias como los monocitos. Asimismo, la Ang 
II está relacionada con la liberación de mediadores proinflamatorios como moléculas 
de adhesión, quimioquinas y citoquinas, así como con la estimulación de ROS a través 
del a expresión de factores de transcripción como NF-B. La expresión de estas 
moléculas da como resultado la inducción de disfunción endotelial, que se describe 
más adelante, la oxidación de lipoproteínas de baja densidad (LDL) y la proliferación 
de células de músculo liso, lo que contribuye al desarrollo de enfermedades 





inflamatoria de Ang II se encuentra más relacionada con la Ang II producida 
localmente que con la Ang II circulante (Shimizu et al., 1998). 
1.4.1 Ang II y permeabilidad vascular. 
La Ang II incrementa la permeabilidad vascular asociada al daño endotelial por 
medio de la producción de PGs y del factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF). 
Así, la  Ang II  promueve la síntesis de PGs, entre las que se incluyen el leucotrieno 
C4, protaciclina E2 (PGE2) y protaciclina I2 (PGI2). También estimula la síntesis y 
secreción de VEGF en células vasculares de músculo liso y en células endoteliales. 
Este factor actúa como regulador de la angiogénesis, de la permeabilidad vascular y 
de la inflamación, tanto en condiciones fisiológicas como patológicas (Marchesi et al., 
2008). La Ang II incrementa la permeabilidad vascular a través del receptor AT1, en 
tanto que la estimulación de AT2 ejerce  el efecto contrario (Victorino et al., 2002). 
 
1.4.2 Ang II e infiltración leucocitaria. 
La migración leucocitaria desde la circulación al espacio perivascular es un 
factor importante para la respuesta inflamatoria. Tanto in vitro como in vivo, la Ang II 
induce la adhesión de monocitos y neutrófilos a las células endoteliales mediante la 
producción de mediadores inflamatorios por el endotelio y el músculo liso vascular, a 
través de los receptores AT1 y AT2. La Ang II induce la síntesis de selectinas, 
integrinas y miembros de la superfamilia de inmonoglobulinas como la molécula de 
adhesión vascular-1 (VCAM-1) y  la molécula de adhesión intercelular-1 (ICAM-1) 
(Giancchetti et al., 2005). En el caso de las selectinas, se ha determinado que la Ang II 
induce adhesión leucocitaria mediada por la E-selectina a través de la vía del receptor 
AT1 en células endoteliales de arteria coronaria  (Ruiz-Ortega et al., 2001).  
La Ang II también contribuye al reclutamiento de células inflamatorias en la 
pared del vaso mediante la estimulación de citoquinas y quimiocinas presentes en las 
células vasculares y renales. La proteína quimioatrayente de monocitos-1 (MCP-1) 
puede inducirse en células endoteliales y musculares lisas, monocitos/macrófagos y 
cardiomiocitos en respuesta a la Ang II y se ha demostrado que actúa como un 
mediador en la inflamación vascular inducida por Ang II (Kitamoto et al., 2004; Chen et 
al., 1998). Tanto el uso de IECAs como de ARAs disminuyen la expresión de MCP-1 
(Soejima et al., 1999; Martín et al., 2004). Asímismo, se ha descrito en que la Ang II 
puede estimular la producción de MCP-1 a través de NF-B  y la posterior activación 





han relacionado con enfermedades coronarias, hipertensión, diabetes e 
hipercolesterolemia (Deo et al., 2004).  
Por otra parte, el aumento de la expresión de IL-6 está ligado a un incremento 
de la activación de los macrófagos y la sobreexpresión de moléculas de adhesión en la 
pared vascular. La Ang II eleva los niveles de  expresión IL-6 en células de músculo 
liso humano de una manera dependiente de la concentración. Dicha respuesta ocurre 
a través del receptor AT1 y es  mediada por la activación de NF-B (Kranzhöfer et al., 
1999).  
La IL-8 también favorece la adhesión de monocitos al endotelio y su infiltración 
en la pared vascular, por lo cual está implicado en la aterogénesis. En células 
humanas de músculo liso, la Ang II induce la expresión de IL-8, lo que se reduce en 
presencia de estatinas (Ito et al., 2002). Además de los factores mencionados, la Ang 
II también   induce la expresión de IL-1 y TNF-, los cuales están involucrados en la 
infiltración leucocitaria (Wu et al., 2001).   
 
1.4.3 Ang II y  remodelado tisular. 
Los vasos sanguíneos dañados experimentan procesos de reparación 
relacionados con el crecimiento celular y la fibrosis, lo que contribuye al remodelado 
vascular. Los  procesos de crecimiento involucran hiperplasia y apoptosis en las 
células de músculo liso vascular (Santos et al., 2005b). Mientras, la fibrosis vascular  
se asocia a la acumulación de proteínas de la matriz extracelular como el colágeno y 
la fibronectina (Santos et al., 2005b). 
La Ang II estimula la hiperplasia o hipertrofia de las células de músculo liso 
vascular, a través del receptor AT1, por medio de la activación del factor de crecimiento 
epidermal (EGF), el factor de  crecimiento derivado de plaquetas (PDGF), VEGF y el 
factor de crecimiento análogo a la insulina (IGF). Asimismo, en condiciones 
fisiopatológicas, induce apoptosis  a través del receptor AT2 en las células de músculo 
liso vascular (Ruiz-Ortega et al., 2001). En las células endoteliales, la inducción de la 
apoptosis presenta diferentes efectos sobre la unión de las plaquetas y las células 
inflamatorias, lo que sugiere un mecanismo promotor de la ateroesclerosis (Ruiz-
Ortega et al., 2001). 
La Ang II ejerce su control sobre el proceso de fibrosis, a través de la 
transformación del principal factor promotor de la fibrosis, el factor de crecimiento 





en los sistemas de señalización de dicho factor. También estimula la fibrosis a través 
del aumento del factor de crecimiento de tejido conectivo (CTGF), que es una 
citoquina profibrogénica que actúa como mediador de las actividades del TGF- .Este 
factor se encuentra elevado en las lesiones ateroscleróticas humanas (Touyz y 
Schiffrin, 2000). 
El VEGF es un factor importante en el proceso de angiogénesis por su 
implicación en numerosos mecanismos cuya sobre expresión es regulada por Ang II 
en células endoteliales cardiacas (Chua et al., 1998; Kim et al., 2009a).En las células 
de músculo liso de aorta de rata, la Ang II estimula el metabolismo del colágeno y por 
tanto de la matriz extracelular. Además, disminuye la actividad de las 
metaloproteinasas de la matriz intersticial (MMPs) y aumenta la generación del 
inhibidor de las metaloproteinansas. Este proceso de degradación origina un 
debilitamiento de la pared vascular (Marchesi et al., 2008; Giancchetti et al., 2005). 
Finalmente, la Ang II también estimula la producción del activador del plasminógeno-1 
(PAI-1), el cual contribuye al estado protrombótico y a la ruptura de la placa 
aterosclerótica (Savoia y Schiffrin, 2007). 
 
1.4.4 Ang II y  estrés oxidativo. 
La Ang II es un fuerte  modulador de la producción de ROS en la pared 
vascular, lo que da por resultado la inactivación del NO, eliminando su función 
vasodilatadora. La Ang II induce la producción de anión superóxido (O2
.-) a través de la 
activación de la NADPH oxidasa; esta generación de ROS se asocia con disfunción 
endotelial, proliferación de células de músculo liso vascular, expresión de genes 
proinflamatorios y reconstrucción de la matriz extracelular. El aumento de la 
generación de ROS por Ang II está mediado por el receptor AT1, a través de rutas 
intracelulares relacionadas con la proteína C quinasa (PKC), fosfolipasa A2 y D 
(Brasier et al., 2002;  Garrido y Griendling, 2009; Griendling et al., 1994). Actualmente, 
se cree que existe un sistema de retroalimentación por el cual la Ang II regula la 
generación de ROS a través de Nox y esta a su vez regula la expresión y activación 
del receptor AT1 (Nishida et al., 2011). 
En condiciones fisiopatológicas como la hipertensión, diabetes, aterosclerosis, 
la activación de NADPH oxidasa por Ang II se encuentra incrementada, generando 
estrés oxidativo (Polizio et al., 2007; Nguyen Dih et al., 2012). Todos los tipos celulares 
de la pared vascular, entre los que se encuentran las células endoteliales, las células 





de producir ROS a través de las distintas isoformas de la NADPH oxidasa. La Ang II 
media la producción de ROS en células de músculo liso vascular humano de arterias 
de conductancia mediante la activación de Nox1, en tanto que  Nox2 lo hace en 
pequeñas arterias de resistencia en el mismo tipo celular (Lassègue et al., 2001 y 
Touyz et al., 2002).  La activación de la NADPH oxidasa inducida por Ang II causa una 
disfunción mitocondrial en las células endoteliales que amplifica la generación de ROS 
(Doughan et al., 2008) Por otra parte, la activación de esta enzima por la Ang II está 
implicada en el deterioro de respuestas a nitrovasodilatadores tanto endógenos como 
exógenos (Heitzer et al., 1999). 
  
1.4.5 Ang II y  la activación de NF-B. 
El NF-B fue descrito por primera vez en las células B (Gilmore y Temin, 1986) 
y pertenece a una familia de factores de transcripción relacionada con el control de un 
gran número de procesos, como la respuesta  inflamatoria e inmunológica, daño y 
estrés celular, diferenciación y  proliferación celular, apoptosis y cáncer (Gilmore, 
2006). Por lo tanto, NF-B responde a estímulos entre los que se incluyen las toxinas 
bacterianas (lipopolisacárido, exotoxina B), productos virales, citoquinas 
proinflamatorias (como IL-1 y TNF) y factores dañinos como los radicales libres y las 
radiaciones gamma y UV (Ghosh y Karin, 2002). Este factor media la inducción de 
citoquinas proinflamatorias (IL-2, IL-1 ( y), TNF-moléculas de adhesión (E-
selectina, VCAM-1, ICAM-1), quimiocinas (MCP-1), enzimas proinflamatorias (iNOS) y 
factores de transcripción (p53), los cuales se encuentran involucrados en procesos de 
inflamación, disfunción endotelial y senescencia cardiovascular (Sun y Ley, 2008; 
Kempe et al., 2005). La familia de NF-B está compuesta por 5 proteínas: Re1A, 
Re1B, c-Rel, NFKB1 y NFKB2; las proteínas Re1A (p65), Re1B y c-Rel tienen un 
dominio de transactivación en su residuo C-terminal. En tanto que NFKB1 y NFKB2 
son sintetizadas como los precursores p105 y p100, a partir de los cuales se generan 
las subunidades p50 y p52 respectivamente. El procesamiento de p105 y p100 está 
mediado por la vía de la ubiquitinación/protosoma y que se relaciona con la 
degradación del residuo C-terminal que contiene repeticiones de akirina (Hayden y 
Ghosh, 2008; Oeckinghaus et al., 2011). El NF-B reacciona rápidamente a los 
estímulos (vía canónica) y su respuesta está mediada por receptores en la superficie 
de de la membrana (TNFR, TLR, BCR y TCR en la vía canónica y BAFFR, CD40, 
LTR y RAN en la vía no canónica) que permiten su activación y cambio en la 





El NF-B está controlado por una familia de inhibidores que comprenden a IB, iB 
y IB. Por lo tanto NF-B es inactivo cuando está asociado a las proteínas  IBs que 
contiene repeticiones de akirina, que favorecen que sea retenido en el citoplasma. 
Cuando es activado por los factores antes mencionados, las vías de señalización 
recaen en el complejo IB quinasa que consiste en dos subunidades catalíticas 
IKK1/e IKK2/y  una subunidad regulatoria IKK (NEMO) y ELKS (Karin y Ben-
Neriah, 2000; Ducut Sigala et al., 2004). Existen dos vías de activación: la vía 
canónica o clásica y la vía no canónica o alternativa. En la vía canónica, las señales 
IKK e IKK fosforilan las proteínas IB en el residuo serina del dominio N-terminal, 
que posteriormente son poliubiquitinizadas y degradadas por el proteosoma. El NF-B 
liberado se transloca al núcleo y se une a las secuencias de ADN de genes 










TLRs TNRF BCR TCR
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-Activación rápida.
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Fig. 2. Vía canónica de activación del NF-B. Esta vía es activada por numerosos 
estímulos, las señales IKK fosforilan las proteínas IB, que posteriormente son 
poliubiquitinizadas y degradadas por el proteosoma; permitiendo la translocación al 






Esta ruta es estimulada por una gran mayoría de estímulos fisiológicos, entre 
ellos los implicados en el proceso inflamatorio y la apoptosis (Oeckinghaus et al., 
2011). En la vía no canónica, la activación NIK (quinasa inductora de NF-B) produce 
la fosforilación  y procesamiento a través del proteosoma del precursor p100 en la 
subunidad p52, en lugar de IB. Posteriormente, p52 se dimeriza con RelB para 
formar el complejo RelB/p52 que puede unirse al ADN y regular la expresión de 
distintos tipos de señales (Sun, 2011). Esta vía de señalización regula funciones 
biológicas como la organogénesis linfoide, la supervivencia y maduración de las 
células B, la activación de las células dendríticas y el metabolismo de los huesos 
(Dejardín, 2006). 
La producción de ROS y la activación de factores de transcripción 
proinflamatorios como el NF-B también son elementos involucrados en la inducción 
del remodelado vascular y la inflamación producida por la Ang II. El NF-B es activado 
por Ang II a través de los receptores AT1 y AT2, por lo cual actúa como mediador de su 
respuesta inflamatoria en varios tipos celulares, incluidos las células de músculo liso y 
las endoteliales; in vivo se ha determinado en la pared vascular, el corazón y los 
riñones en modelos de rata (Muller et al., 2001). La activación de NF-B en respuesta 
a Ang II ha sido abolida con el uso de ARAs in vivo e in vitro (Ruiz-Ortega et al., 2000; 
Dandona et al., 2003; Cheng et al., 2005). El NF-B regula las moléculas de adhesión 
VCAM-1 e ICAM-1 en múltiples tipos celulares. Además, estimula la expresión del gen 
que codifica el angiotensinógeno, lo que da por resultado la amplificación de la 
respuesta  inflamatoria mediada por Ang II (Li y Zhuo, 2008).  
 
2. EL EJE ANGIOTENSINA-(1-7)/RECEPTOR Mas. 
 
 
2.1 Síntesis y degradación de  angiotensina-(1-7). 
La angiotensina 1-7 o Ang-(1-7) es un heptapéptido derivado del SRA que tiene 
una vida media corta de 29-30 minutos en el ser humano. La principal enzima 
involucrada en la síntesis de la Ang-(1-7) es la ECA 2, que se localiza principalmente 
en el endotelio de las arterias coronarias e intrarenales y en epitelio renal tubular (Shi, 
2010). La Ang-(1-7) es sintetizada directamente a partir de la Ang II por la ECA 2, que 
hidroliza el aminoácido fenilalanina del residuo C-terminal, pero también por la prolil-






La Ang-(1-7) también puede ser producida directamente a partir de la Ang I a 
través de endopeptidasa neutra (EPN) y PEP. Asimismo, es posible la generación de 
este péptido a partir de la conversión de Ang I a Ang-(1-9) y posteriormente a Ang-(1-
7), por la acción de la ECA y de EPN  (Santos y Ferreira, 2006). Finalmente, la Ang-(1-
7) es metabolizada por la ECA originando la Ang-(1-5) como metabolito inactivo. El 
tratamiento con IECAs aumentan (5-25 veces) el nivel circulante de Ang-(1-7) en 
varias especies, incluyendo la humana (Allred et al., 2000). Una vez sintetizada la Ang-
(1-7) puede ser hidrolizada por aminopeptidasas generando Ang-(2-79 y Ang-(3-7) 
(Santos et al., 2000). En el riñón la EPN puede hidrolizar el enlace 4-tirosina, 5-
isoleucina  de la  Ang-(1-7) para formar Ang(1-4) y el tripéptido Ile-His-Pro (Chappell et 
al., 2001). Además, la hidrólisis de la Ang-(1-7) por la ECA genera la formación de la 
Ang-(1-5) (Chappell et al., 1998).  
 
2.2 Acciones biológicas de la Ang-(1-7). 
La Ang-(1-7) fue descubierta como un producto del metabolismo de la Ang I en 
homogenizados de cerebro canino (Santos et al., 1988). Durante mucho tiempo este 
heptapéptido fue considerado como un producto biológicamente inactivo del SRA, 
hasta que Schiavone y colaboradores demostraron in vitro que la Ang-(1-7) liberaba, 
similarmente a la Ang II, vasopresina en explantes neurohipofisiales (Schiavone et al., 
1988). Posteriormente se demostró que una microinyección de dosis bajas de Ang-(1-
7) disminuían la presión arterial en el núcleo del tracto solitario del bulbo raquídeo 
(Campagnole-Santos et al., 1989). A partir de lo anterior, se han realizados numerosos 
estudios que han demostrado la actividad biológica de la Ang-(1-7) hasta ser 
considerada el derivado más pleiotrópico de la Ang II. Asimismo, se ha demostrado 
que la Ang-(1-7) exhibe efectos opuestos o modula las acciones de la Ang II, por lo 
que  se ha considerado como un antagonista fisiológico y contrarregulador  de  la Ang 
II (Santos et al., 2000). La Ang-(1-7) puede afectar las respuestas de la Ang II 
mediadas por el receptor AT1: compitiendo por la unión al receptor AT1, modulando la 
señalización de este receptor y afectando la síntesis de los receptores AT1 (Santos et 
al., 2005b). 
 La Ang-(1-7) ejerce sus principales acciones a nivel cardiovascular, del 
sistema nervioso y renal (Fig. 3). En humanos, la concentración de Ang-(1-7) en las 
venas renales es mucho mayor que en la circulación sistémica (Admiraal et al., 1990) 
por lo que en pacientes hipertensos se observó que la concentración de este 
heptapéptido en la orina se encuentra reducida (Ferrairo et al., 1998). La Ang-(1-7) ha 





sodio a través de los túbulos proximales (DelliPizzi et al., 1994). En contraste, también 
se ha determinado en ratas que la Ang-(1-7) produce antidiuresis en un mecanismo 
que involucra al receptor Mas, AT1 y AT2 y el receptor de vasopresina (Magaldi et al., 
2003;  Santos et al., 1996). Además, la Ang-(1-7) aumentó el flujo sanguíneo renal en 
ratas (Sampaio et al., 2003) y produjo relajación arterial aferente a  través de la 
liberación de NO en riñones de conejo (Ren et al., 2002). En otros estudios este 
heptapétido, a través del receptor Mas, inhibió la  estimulación de las MAPK inducida 
por Ang II en las células del túbulo proximal (Su et al., 2006). 
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Fig 3. Acciones biológicas de la Ang-(1-7) (Modificado de Höcht et al.,  2009; 
Santos et al., 2008a). De acuerdo a lo reportado en la literatura, en la siguiente figura 
se exponen los receptores que median las acciones de la Ang-(1-7). 1: vía el receptor 
Mas, 2: vía el receptor B2 de BK, 3: vía AT1, 4: AT2. 
 
En el cerebro, la Ang-(1-7) es generada en el área medular y el hipotálamo por 





presión arterial (Averill y Diz, 1999; Höcht et al., 2009).En ratas, una infusión 
intracerebroventricular de Ang-(1-7) produjo un mejor control del reflejo baroreceptor 
del control del ritmo cardiaco lo que fue abolido cuando se administró A779 
(Campagnole-Santos et al., 1992). La admistración intrahipotalámica de Ang-(1-7) 
bloqueó la respuesta causada por Ang II disminuyendo la presión arterial sanguínea 
(Höcht et al., 2008).  
 
2.2.1 Acciones vasculares de la Ang-(1-7). 
La Ang-(1-7) es parte de los componentes del SRA local presente en el 
corazón, tanto en humanos como en otras especies (Zisman et al., 2003). Además, se 
ha localizado en el tejido cardiaco el receptor Mas y la ECA 2, la enzima por la que se 
forma mayoritariamente la Ang-(1-7) a partir de Ang II (Santos et al., 2006; Harmer et 
al., 2002).  
Dentro de las principales acciones de la Ang-(1-7) se encuentran su capacidad 
para regular la expresión de proteínas de la matriz extracelular y el remodelado 
cardiaco, actuando como un agente antifibrótico. Este heptapéptido se une a los 
fibroblastos cardiacos de rata influyendo en el remodelado cardiaco e inhibe el 
incremento de la síntesis de colágeno inducida por Ang II (Iwata et al., 2005). La 
deleción del receptor Mas produce un deterioro de la función cardiaca asociada a un 
incremento de colágeno tipo I, III y fibronectina en el corazón (Gava et al., 2012). Por 
otra parte, la Ang-(1-7) ejerce un efecto protector contra la fibrosis pulmonar y la 
hipertensión pulmonar, reduciendo la fibrosis y el remodelado cardiaco en modelos de 
hipertensión estimulada por Ang II, lo cual claramente indica el efecto antifibrótico de la 
Ang-(1-7) (Shenoy et al., 2010; McCollum et al., 2008; Mercure et al., 2008). 
El efecto antihipertrófico de la Ang-(1-7) en cardiomiocitos tratados con Ang II 
se previene por el bloqueo de la vía del NO/GMPc, lo que sugiere que la Ang-(1-7) 
ejerce su efecto antihipertrófico por la estimulación de la producción de NO y la 
activación de eNOS y Akt (Tallant et al., 2005; Días-Peixoto et al., 2008;Gomes et al., 
2010). 
La Ang-(1-7) también ejerce un efecto antriproliferativo, induciendo la 
producción de prostaciclina y activando la vía AMPc-dependiente de proteínas 
quinasas (Tallant y Clark, 2003). En un modelo de daño vascular mediante denudación 
de la arteria carótida izquierda de rata, la infusión de Ang-(1-7) atenúa la formación de 
neoíntima en la arteria dañada (Strawn et al., 1999). La Ang-(1-7) disminuye el 





MAPK; este efecto se bloquea por el antagonista A779, lo que sugiere que las 
propiedades antiproliferativas están mediadas por el receptor Mas (Tallant et al., 
2005). 
La Ang-(1-7) ha sido descrita como un agente vasodilatador en numerosos 
lechos vasculares como la aorta de rata,  las arterias coronarias caninas y porcinas y  
el lecho vascular sistémico felina, entre otros (Schindler et al., 2007). Se ha descrito 
que este heptapéptido induce vasodilatación principalmente por una potenciación de la 
respuesta vasodilatadora de la BK, un incremento de la síntesis de prostanoides y un 
aumento en la liberación de NO de las células endoteliales, aunque el mecanismo 
depende del lecho vascular, el diámetro de los vasos y la especie estudiada (Schindler 
et al., 2007; Feterik et al., 2000; Santos et al., 2013). En ciertos lechos vasculares, 
como el lecho vascular mesentérico felino, se ha determinado que el efecto 
vasodilatador de la Ang-(1-7) es mediado por NO (Osei et al., 1993). En arterias del 
antebrazo de hombres sanos normotensos, la Ang-(1-7) potencia el efecto 
vasodilatador de BK a través de un mecanismo que involucra la liberación de NO en 
estas arterias, además de contrarrestar el efecto vasoconstrictor de la Ang II (Ueda et 
al., 2000 y 2001).  
Los efectos de la Ang-(1-7) en  las células endoteliales están mediados por 
cambios en el balance redox en la pared vascular vía receptor Mas. La Ang-(1-7) 
induce la liberación de NO mediante una fosforilación (residuo Ser1777) 
/desfosforilación de eNOS (residuo Thr495) involucrando la activación de la enzima 
fosfatidilinositol 3-quinasa (PI3K)-akt, en tanto que el antagonista del receptor Mas, 
A779, bloquea los efectos de Ang-(1-7) sobre eNOS (Pinheiro et al., 2004; Sampaio et 
al., 2007a). En estudios previos de nuestro grupo de investigación se ha observado 
que el receptor Mas está implicado en la correcta síntesis de NO endotelial y la 
respuesta vasodilatadora no solo a la Ang-(1-7) sino también a diferentes agonistas 
independientes del SRA, tales como BK y ACh (Peiró y et al., 2007). Paralelamente, la 
Ang-(1-7) inhibe la producción de ROS mediadas por Ang II en células endoteliales 
(Polizio et al., 2007). Por el contrario, en ratones con una deleción de Mas se observa 
un aumento de ROS y una disminución de NO, perjudicando la relajación dependiente 
de endotelio y causando un incremento de la presión arterial (Rabelo et al., 2008 y Xu 
et al., 2008). Los niveles plasmáticos de la Ang-(1-7) están incrementados durante el 
tratamiento con IECAs y ARAs, por lo que se ha sugerido que una parte de sus efectos 





Por otra parte, el efecto terapéutico de la Ang-(1-7) se ha relacionado también 
con una variación en los niveles endógenos y actividad de este péptido y de la ECA 2 
en condiciones patológicas. En el corazón, la ECA  2 está localiza principalmente en el 
endotelio vascular, el músculo liso vascular y los cardiomiocitos (Bader, 2013). En 
relación a esto, se ha demostrado que la actividad de la EPN y la ECA 2 están 
incrementadas en la insuficiencia cardiaca ventricular, lo que sugiere que el aumento 
de los niveles de Ang-(1-7) ejercen un efecto cardioprotector en esta enfermedad 
(Zisman y et al., 2003). La deleción genética de ECA  2 incrementa significativamente  
la formación de placa en modelos de ratones  con arterosclerosis o deficientes en el 
receptor LDL; por el contrario, en modelos que sobre-expresan ECA  2 se observa una 
disminución en la formación de la placa (Thomas et al., 2010; Zhang et al., 2010; 
Lovren et al., 2008). 
 
2.3  La Ang-(1-7) como adipoquina. 
 
2.3.1 Obesidad, tejido adiposo y la secreción de adipoquinas. 
La obesidad es considerada por la organización mundial de la salud (OMS) 
como uno de los mayores problemas de salud a nivel mundial (Fig. 4). El sobrepeso y 
la obesidad son la quinta causa de defunciones en el mundo. (OMS, 2012). La 
obesidad puede ser un factor desencadenante de diferentes tipos de padecimientos 
como la diabetes mellitus tipo-2, hipertensión, hiperlipidemia, enfermedad arterial 
coronaria, apnea del sueño, osteoartritis, enfermedad crónica del riñón, ciertos tipos de 
cáncer y llevar a una disminución de la expectativa de vida. (Whitlock et al., 2009). 
El grado de obesidad y sobrepeso de una persona se determina mediante el 
índice de masa corporal (IMC), que es un indicador de la relación entre el peso y la 
talla. Se obtiene mediante una fórmula aritmética dividiendo el peso de una persona 
(kilos) por el cuadrado de su talla (kg/m2) (OMS, 2012). De acuerdo a la OMS los 
valores de IMC indican lo siguiente: Un IMC ≤ 25 determina sobrepeso y un IMC ≤  30 
determina obesidad. 
El tejido adiposo está distribuido en todo el  organismo y se divide en dos tipos: 
tejido adiposo blanco y tejido adiposo pardo, que a su vez se diferencian en su 
composición celular. El tejido adiposo pardo es abundante en los neonatos y tiene una 
función termogénica debido a que los adipocitos pardos queman grasa produciendo 
calor, regulando la temperatura corporal. Este tejido se compone de células cargadas 
de lípidos con una alta densidad de mitocondrias, a lo que debe su color oscuro 






Fig. 4. Mapa mundial de la prevalencia de la obesidad (porcentaje de adultos de 
ambos sexos con un IMC>30) (OMS, 2011). 
 
El tejido adiposo blanco se encuentra en mayor proporción, representa del 20% 
al 25% del peso corporal y sus funciones están relacionadas con el almacenamiento y 
movilización de energía. Este contiene una fracción vascular estromal, que incluye 
adipocitos, preadipocitos, células endoteliales, células musculares lisas, fibroblastos, 
leucocitos y macrófagos, además de estructuras tisulares como vasos sanguíneos y 
nervios (Brake et al., 2008; Mariman y Wang, 2013). El tejido adiposo blanco se 
distribuye en dos tipos de localizaciones: tejido adiposo visceral y subcutáneo, que a 
su vez difieren en su función endocrina, su actividad lipolítica, su composición celular y 
su respuesta a la insulina (Ibrahim, 2010). El tejido adiposo visceral se encuentra 
localizado a nivel mesentérico, perigonadal, perirrenal y retroperitoneal, con una gran 
capacidad de expansión, por lo cual un exceso de acumulación de ácidos grasos 
conduce a la obesidad. El tejido adiposo subcutáneo está localizado debajo de la piel y 
principalmente contribuye a la conservación del calor corporal (Wajchenberg, 2000). 
Otra función del tejido adiposo blanco es funcionar como un órgano endocrino 
fuente de sustancias biológicamente activas llamadas adipoquinas. Las adipoquinas a 
su vez pueden ejercer su acción a nivel endocrino, paracrino y autocrino (Leal y Mafra, 
2013). El concepto del tejido adiposo como órgano secretor se originó con el 
descubrimiento de la leptina en 1994 (Zhang et al., 1994). En el término adipoquinas 
se incluyen un amplio número de hormonas, citoquinas inflamatorias, quimiocinas, 
factores de crecimiento y proteínas como la leptina, visfatina, adiponectina, resistina, 





1, VEGF, PAI-1, entre otros. Estos compuestos tienen funciones sobre el control del 
balance de energía, el apetito, la inmunidad, la presión sanguínea, la angiogénesis, la 
homeostasis y el metabolismo de la glucosa y los lípidos. Cuando existe un gran 
almacenamiento de tejido adiposo blanco (principalmente visceral) se puede producir 
un desbalance de la secreción de un gran número de adipoquinas, lo que conduce al 
desarrollo de patologías relacionadas con la obesidad, como la disfunción endotelial, 
inflamación, aterosclerosis, diabetes mellitus y enfermedad crónica renal (Ronti et al., 
2006). El tejido adiposo blanco visceral  presenta una mayor actividad endocrina que 
el subcutáneo (Maeda et al., 1997) y se caracteriza por sintetizar en mayor medida 
VEGF, PAI-1 e IL-6 (Fain et al., 2004), en tanto que el tejido blanco subcutáneo 
sintetiza preferentemente leptina y adiponectina (Van Harmelen et al., 1998; Fisher et 
al., 2002). Las adipoquinas se sintetizan en distintos sitios; la leptina y la adiponectina 
se sintetizan en los adipocitos, en tanto que otras adipoquinas por células localizadas 
en el tejido de la matriz y otras por los macrófagos (Galic et al., 2010). 
Es conocido que la disfunción endotelial también puede estar ligada a la 
obesidad, que a su vez está asociada con un incremento en la mortalidad por ser un 
factor de riesgo en el desarrollo de la arterosclerosis y otras enfermedades 
cardiovasculares. Los mecanismos por los que la obesidad puede inducir disfunción 
endotelial son muy variados debido a que el tejido adiposo puede inducir cambios 
metabólicos, entre los que se encuentran dislipidemia, elevación de la presión arterial, 
aumento de la inflamación por la secreción de citoquinas proinflamatorias, estrés 
oxidativo y cambios en el metabolismo de la glucosa (Williams et al., 2002; Avogaro y 
Kreutzenberg, 2005). 
Un buen número de adipoquinas secretadas por el tejido adiposo blanco están 
asociadas a la inflamación. Esto se correlaciona con lo observado en pacientes 
obesos que presentan un nivel elevado de marcadores inflamatorios y desarrollan 
características asociadas a la inflamación crónica. La obesidad se asocia a niveles 
elevados de proteína C reactiva (CRP), resistina, PAI-1, TNF-e IL-6 y moléculas de 
adhesión y niveles bajos de adiponectina, lo cual perjudica la homeostasis de la 
glucemia (induce resistencia a la insulina), la función endotelial y la coagulación, todo 
lo cual favorece la aterosclerosis. El crecimiento y expansión de los depósitos de 
adipocitos durante el proceso de obesidad  está relacionada con la inflamación, debido 
al aumento de la filtración de monocitos y su activación dentro del tejido adiposo. 
Posteriormente, los adipocitos se convierten en  una fuente de factores inflamatorios, 
en tanto que el tejido adiposo en general mantiene un ambiente  adecuado para que 





y Wood, 2005; Juge-Aubre et al., 2005; Ntaios et al., 2013). La obesidad también está 
asociada con un aumento de la apoptosis y necrosis de adipocitos en el tejido adiposo 
blanco y pardo, lo que induce las señales de señalización para el reclutamiento de 
monocitos (Cinti et al., 2005). Los macrófagos  promueven la secreción de TNF-e IL-
6 y el almacenamiento ectópico de los lípidos dentro del hígado y los tejidos 
musculares (Heilbronn y Campbell, 2008). 
También se ha correlacionado el estrés oxidativo con la obesidad; así, en 
pacientes obesos se ha observado un aumento de ROS que alteran los lípidos, 
proteínas y aminoácidos (Dandona et al.,  2001) Asimismo, la peroxidación de lípidos  
está incrementada en obesos y puede  contribuir a la inflamación crónica de bajo 
grado asociada a esta patología (Daví et al., 2002). Por otra parte, los ácidos grasos 
libres también se encuentran elevados en la obesidad, lo que induce lipotoxicidad y 
estrés oxidativo, conduciendo al proceso inflamatorio (Boden, 2008). Además, tanto 
los agentes inflamatorios como la acumulación de lípidos pueden afectar al retículo 
endoplasmático, provocando su estrés y aumentando la inflamación (Tsiotra  y Tsigos, 
2006).  
Entre las adipoquinas identificadas,  mencionaremos a la visfatina la cual está 
involucrada en el presente estudio de investigación. La visfatina es una de las 
adipoquinas secretadas por el tejido adiposo, que se identificó como una tal en 2005, 
producida principalmente por el tejido blanco adiposo visceral (Fukuhara et al., 2005). 
Tiene un peso molecular de 52 kD y está constituida por 491 aminoácidos (Sommer et 
al., 2008). Originalmente fue descrita como un mimético no competitivo de la insulina, 
al observarse que la administración de visfatina reducía los niveles de glucosa en 
plasma de ratones resistentes y/o deficientes en insulina (Fukuhara et al., 2005). Sin 
embargo, poco tiempo después los autores de este artículo tuvieron que retractarse 
debido a la falta de reproducibilidad de sus resultados (Fukuhara et al., 2007). 
La visfatina presenta una estructura idéntica al factor incrementador de 
colonias de células B (PBEF), una citoquina de 52 kD que promueve la maduración de 
las células B en el sistema inmune (Samal et al. 1994), así como de la enzima 
nicotinamida fosforribosil transferasa (Nampt), que cataliza el paso limitante en la 
producción del dinucleótido de nicotina-adenina (NAD+) (Revollo et al., 2007). A 
consecuencia de esto, en la literatura se refieren a esta adipoquina como 
visfatina/PBEF/Nampt. Por su parte, PBEF es expresado de manera ubicua en 
múltiples células y tejidos y está involucrada en una gran cantidad de acciones 





La Nampt es una enzima que cataliza el paso limitante en la ruta de la síntesis 
de NAD+, que es un cofactor importante en las reacciones redox que ocurren en las 
células. En el primer paso de la reacción, Nampt sintetiza  el  mononucleótido de 
nicotinamida (NMN) y pirofosfato inorgánico (PPi), a partir de nicotinamida 5-
pirofosforibosil-1-pirofosfato (PPP). A continuación, el NMN es transformado en NAD+ 
por la acción de la enzima mononucléotido de nicotinamida adenil transferasa (Nmnat) 
(Fig. 5) (Revollo et al., 2004). Esta vía de síntesis de  NAD+ es activada cuando la 
célula requiere un aporte mayor de NAD+, como en el proceso de reparación del ADN 
llevado a cabo por poli-ADP-ribosilación y para el correcto funcionamiento de las 
proteín-desacetilasas dependientes de NAD+ (Van der Veer et al., 2005; Kirkland, 
2010). 
Se han descrito 2 formas de Nampt en mamíferos: la Nampt intracelular, que 
ayuda a mantener la actividad de las enzimas cuya actividad depende de NAD+ y por 
lo tanto tiene una gran importancia en el mantenimiento del metabolismo (Revollo et 
al., 2004), y la Nampt extracelular, que es secretada por diferentes tipos celulares al 
espacio extracelular. De acuerdo a esta clasificación, la actividad de la visfatina  es 
extracelular (Van der Veer et al., 2005). 
 
Estudios recientes en humanos han relacionado los niveles aumentados de 
visfatina en plasma con la obesidad, la diabetes tipo 2, el síndrome metabólico y las 
enfermedades cardiovasculares (Zahorska et al., 2007; Zhong et al., 2008; Chang et 
al., 2011). La visfatina está implicada en la regulación de procesos inflamatorios, ya 
que se ha determinado que activa leucocitos humanos e induce la producción de 
citoquinas (Moschen et al., 2007). En monocitos CD4+, la visfatina induce la 
producción de IL-1, TNF- e IL-6 y aumenta la superficie de expresión de las 
moléculas co-estimulatorias CD50, CD40 y CD80 (Moschen et al., 2007). Además, 
esta adipoquina media la estimulación de monocitos, aumentando la inducción de 
respuestas alo-proliferativas  en linfocitos, mientras que, in vivo, la visfatina aumenta 
las concentraciones de IL-6 en ratones (Li et al., 2008). En células endoteliales, la 
visfatina induce la expresión de MCP-1 e IL-6  mediante la activación de las vías de 
señalización p38, MAPK, PI3K y ERK 1/2 (Liu et al., 2009).  
Asímismo, se ha demostrado que la visfatina puede ejercer un efecto 
inflamatorio en el músculo liso vascular humano, a través de la inducción de iNOS 
mediada por la activación del eje ERK1/2 - NF-B, mediada por su actividad Nampt  
(Romacho et al., 2009). En el tejido adiposo blanco perivascular, los niveles elevados 





desencadena el crecimiento de las células musculares lisas a  través de la activación 
de ERK 1/2 y MAPKs quinasas (Wang et al., 2009).  











Fig. 5. Diagrama que representa la actividad Nampt. La actividad nicotinamida 
fosforribosil transfersa (Nampt) conduce a la síntesis de dinucleótido de nicotina-
adenina (NAD+) (Peiró et al., 2010). 
 
En células endoteliales, por su parte, la visfatina incrementa considerablemente 
los valores de ICAM-1 y VCAM-1  y, como consecuencia, induce la adhesión 
leucocitaria. El aumento de la expresión de las moléculas de adhesión involucra la 
activación NF-B por la visfatina, lo que relaciona a la citoquina como  causante de 
disfunción endotelial (Kim et al., 2008). En estudios en placas  ateroscleróticas de 
carótida humana, niveles elevados de visfatina se han localizado en macrófagos de 
lesiones inestables, lo que sugiere que contribuye a la desestabilización de la placa y 
pone de manifiesto su  papel aterogénico (Dahl et al., 2007).  
Estudios recientes en células endoteliales humanas de cordón umbilical han 
determinado que la visfatina, a través de su actividad Nampt, puede inducir estrés 
oxidativo mediante la activación de la enzima NADPH oxidasa (Vallejo y Romacho et 
al., 2011). Paralelamente, se ha demostrado que esta adipoquina deteriora la 
relajación dependiente de endotelio en microvasos mesentéricos, tanto humanos como 
de rata, a través de la estimulación de la NADPH oxidasa, y asimismo mediante su 
actividad Nampt (Vallejo y Romacho et al., 2011).  
 
2.3.2  La Ang-(1-7) una adipoquina beneficiosa. 
En el tejido adiposo humano se han detectado todos los componentes del SRA, 
como Ang II, Ang-(1-7), angiotensinógeno, renina, ECA y los receptores AT1 y AT2  
(Schiling et al., 1999). El SRA del tejido adiposo presenta funciones autocrinas y 
paracrinas relacionadas con la modulación de la lipogénesis, lipólisis, adipogénesis y 
la inflamación, tanto a nivel local como sistémico (Kalupahana y Moustaid-Moussa, 





hipertensión arterial asociada a la obesidad, puesto que alteraciones en la actividad de 
RAS están relacionadas con variaciones en el peso y la masa del tejido adiposo 
(Dorresteijn et al., 2012; Engeli et al., 2005). Asimismo, se ha determinado que la Ang 
II incrementa a nivel intracelular los niveles de ácidos grasos libres, lo que puede 
contribuir al aumento de su liberación asociado a la obesidad (Jones et al., 1997). Las 
acciones de Ang II están relacionadas con la inducción de un proceso inflamatorio, a 
través de la producción de ROS y la inactivación de NO que previamente ha sido 
detallado.  
La Ang-(1-7) junto con la adiponectina y la leptina son consideradas como 
adipoquinas cuyas acciones son beneficiosas y protectoras. En el  tejido adiposo 
blanco perivascular se ha detectado la secreción y liberación de Ang II y Ang-(1-7); 
esta última es parcialmente responsable de los efectos anticontráctiles en este tejido 
(Gálvez-Prieto et al., 2008). La inhibición del receptor Mas bloquea parcialmente la 
acción vasodilatadora de Ang-(1-7), tanto en aorta (Lee et al., 2009) como en vena 
cava de rata (Lu et al., 2011). Este mismo efecto se ha observado en ratones  
knockout para el receptor Mas (Lee et al., 2011).  
El metabolismo de los lípidos también es regulado por la Ang-(1-7); en ratones 
knockout para el receptor Mas, se observa un deterioro en el metabolismo de los 
lípidos, lo que produce dislipidemia, baja tolerancia a la glucosa y sensibilidad a la 
insulina, hiperinsulinemia, hiperleptinemia, disminución de la secreción de 
adiponectina y aumento de la grasa abdominal (Santos et al., 2008b). Adicionalmente, 
se ha descrito, en un modelo de rata transgénica que expresa niveles elevados en 
plasma de Ang-(1-7), una disminución de tejido adiposo y de los niveles de 
triglicéridos, colesterol y angiotensinógeno y un aumento de los niveles de 
adiponectina (Santos et al., 2010). 
 
2.4 Receptores de Ang-(1-7): el receptor Mas. 
La Ang-(1-7) ejerce la mayor parte de sus acciones a través del receptor Mas, 
que está acoplado a proteínas G y posee acciones contrarias a la Ang II. Este receptor 
está codificado por el protooncogen Mas y en un inicio fue identificado in vivo por sus 
propiedades tumorales; posteriormente, se  caracterizó como un protooncogen que 
codifica una proteína con 7 dominios transmembrana hidrofóbicos, que constituye el 
receptor Mas. La presencia de este receptor ha sido detectada en corazón,  aparato 
reproductor, riñones, cerebro y vasos sanguíneos (Zohn et al., 1998; Santos et al., 





antagonistas específicos del receptor Mas, como la D-Ala7-Ang-(1-7) (A779) y el D-
Pro7-Ang-(1-7) (Santos y Ferrerira, 2006).  
Algunos estudios han reportado que la Ang-(1-7) tiene baja afinidad por el 
receptor AT1 pero a altas concentraciones puede competir  por la unión a este receptor 
y generar efectos similares a  la Ang II (Gironacci et al., 1999; Oudot et al., 2005). A 
concentraciones fisiológicas la Ang-(1-7) antagonizó la activación de la PKC y ERK1/2 
inducida por Ang II, actuando como un modulador endógeno de las respuestas de Ang 
II mediadas por AT1 (Zhu et al., 2002). En ratones con deleción del receptor Mas se 
determinó que la acción  de la Ang II mediada por el receptor AT1 estaba alterada, 
provocando una disminución del la amplitud de los potenciales de campo respecto a 
las condiciones basales (VonBohlen und Halbach et al., 2000). Además, la exposición 
previa a Ang-(1-7) o Ang II causa una disminución en el número de receptores AT1 en 
el riñón (Clark et al., 2003). En otro estudio se demostró que el receptor puede hetero-
oligomerizar con el receptor AT1 causando la inhibición de las acciones de la Ang II 
(Kostenis et al., 2005). 
La Ang-(1-7) tiene baja afinidad por el receptor AT2 sin embargo, en ratas 
hipertensas tratadas con candesartán, la Ang-(1-7) causó una reducción de la presión 
sanguínea que no fue modificada por A779 pero si fue bloqueada por PD123319 
(Walters et al., 2005). En corazones de rata tratados con PD123319, la Ang-(1-7) 
produjo un incremento de la presión de perfusión que no fue atribuida al receptor Mas 
o AT1 (Castro et al., 2005). 
Por otra parte, el mecanismo de la potenciación de BK por Ang-(1-7) se 
relaciona con la inhibición de ECA, la liberación de NO y/o PGs o la interacción con el 
receptor B2 de BK (Schmaier, 2003). En algunos estudios en ratas la inhibición de la 
ECA facilitó la potenciación de la actividad de BK mediada por Ang-(1-7) a través del 
receptor Mas (Lima et al., 1997). Mientas que en ratas la indometacina  previno la 
actividad de BK inducida por Ang-(1-7) (Paula et al., 1995). 
 
2.5 Modulación farmacológica del Eje ECA 2/Ang-(1-7)/receptor Mas. 
El uso terapéutico de la Ang-(1-7) está limitado porque es degradado 
rápidamente por enzimas proteolíticas plasmáticas  o la ECA por lo que su vida media 
es de 10-15 (Yamada et al., 1998). Para evitar estos inconvenientes se han 
desarrollado estrategias farmacológicas que mejoran la administración y la 
farmacocinética de este heptapéptido. El primer compuesto análogo de la Ang-(1-7) 





oralmente activo, que mimetiza los efectos de la Ang-(1-7) (Wiemer et al., 2002). Este 
péptido sintético estimula la producción de NO cinco veces más que la Ang-(1-7), 
mejorando la función endotelial (Wiemer et al., 2002). La liberación de NO mediada 
por AVE 0991 fue abolida por A779 pero no por antagonistas del receptor AT1 y ÁT2, lo 
que demostró su especificidad por el receptor Mas (Pinheiro et al., 2004). La acción 
del AVE 0991 se ha determinado en varios órganos, incluyendo la pared vascular, el 
riñón y el corazón. La administración de AVE 0991, a través del receptor Mas, mejora 
la función cardiaca en corazones de rata afectados por infarto al miocardio y disminuye 
el área de infarto (Ferreira et al., 2007a). Este agonista sintético también mejora la 
función cardiaca y atenúa el desarrollo de fibrosis e hipertrofia en corazón de rata 
espontáneamente hipertensa, previniendo el daño cardiaco a largo plazo (Ferreira et 
al., 2007b; Benter et al., 2006). Recientemente de ha propuesto  que el AVE 0991 es 
capaz de disminuir la expresión de mediadores inflamatorios (MCP-1, IL-6 e IL-12) en 
modelos de arterosclerosis en ratones (Jawien et al., 2012). Dado que a 
concentraciones altas la Ang-(1-7) puede unirse a los receptores AT1 reduciendo los 
efectos benéficos del receptor Mas debe buscarse la dosis adecuada para la 
administración del AVE 0991.  
Adicionalmente se han desarrollado  dos compuestos agonistas sintéticos del 
receptor Mas, el CGEN-856S y CGEN-857S, cuya estructura química no se relaciona 
con la de la Ang-(1-7), pero exhiben una alta afinidad de unión al receptor Mas 
(Shemesh et al., 2008). El CGEN-856S ejerce efectos antiarrítmicos en rata hipertensa 
y disminuye la presión arterial de manera dependiente de la concentración, lo que 
pone de manifiesto el papel benéfico del receptor Mas en patologías cardiovasculares 
(Savergnini et al., 2010). 
Actualmente se ha sintetizado una formulación en la cual se inserta Ang-(1-7) 
en una cavidad formada por el oligosacárido hidroxipropil -ciclodextrina (HPCD),  
que permite su administración oral  porque protege al péptido durante su recorrido por 
el tracto gastrointestinal. La administración crónica de HPCD/Ang-(1-7) atenuó el 
deterioro de la función cardiaca y el remodelado cardiaco inducido por isoproterenol y 
el infarto de miocardio en ratas (Marques et al., 2011). La administración aguda de 
este compuesto aumentó los niveles plasmáticos de Ang-(1-7) causando efectos 
antitrombóticos dependientes de su unión al receptor Mas (Fraga-Silva et al., 2011). 
Análogamente se ha generado un compuesto basado en la ciclación de la Ang-
(1-7) que le confiere protección contra las rupturas proteolíticas. La Ang-(1-7) ciclada 





la Ang-(1-7) no ciclada  en anillos de aorta de rata (Kluskens et al., 2009). La 
administración subcutánea de este compuesto disminuyó la presión arterial y mejoró la 
función endotelial en modelos de rata de infarto de miocardio (Durik et al., 2012). 
También se ha desarrollado un sistema de liposoma para Ang-(1-7) cuya 
microinyección en la región ventrolateral medular del cerebro de ratas mejoró la 
presión arterial y el ritmo cardiaco (Silva-Barcellos et al., 2001).  
Actualmente se ha propuesto una herramienta farmacológica centrada en el eje 
ECA 2/Ang-(1-7)/receptor Mas. Existen compuestos, como el XNT, que pueden 
interactuar en sitios específicos de la ECA 2 causando un cambio conformacional en 
su estructura que provoca un aumento de su actividad enzimática. El XNT provocó una 
reducción en la presión arterial, un mejoramiento de la función cardiaca y una 
reversión de la fibrosis cardiaca y renal en modelos de ratas hipertensas así como un 
aumento de la expresión de Ang-(1-7)  y disminución de la activación de ERK1/2 
(Hernández-Prada et al., 2008). Este compuesto también mejoró la hipertensión  en un 
modelo  de hipertensión pulmonar en rata que fue abolido por el A779 (Ferreira et al., 
2009). Estos datos  sugieren que  la activación de ECA 2 aumenta la producción de 
Ang-(1-7)  mediante la degradación de Ang II. Sin embargo, la ECA 2 también se 
encuentra relacionada con la degradación de apelina-13, neurotensina 
(neuromodulador), quinestensina, dinorfina (regulación del dolor) y fragmentos de BK 
por lo que la degradación de dichos compuestos pueden generar efectos adversos a 
nivel metabólico y neurológico (Höcht et al., 2009). 
La Ang-(1-7)  circula en el plasma a concentraciones similares a las de la Ang 
II, después de la inhibición de la ECA, por lo cual se ha sugerido que dicha enzima 
puede constituir un importante punto de inactivación de la Ang-(1-7) circulante y en los 
tejidos (Yamada et al., 1998). En tanto que el uso de IECAs y ARAs pueden 
incrementar la actividad de la ECA 2 y/o en 25 veces los niveles de Ang-(1-7) (Allred et 
al., 2000), en varios estudios se ha determinado que el incremento de los niveles 
endógenos de Ang-(1-7) se relacionan con los efectos benéficos de dichos fármacos 
como la disminución de la presión sanguínea (Fernandes et al., 2005), el mejoramiento 
del  baroreflejo (Heringer-Walther et al., 2001) y el efecto antitrombótico (Kucharewicz 
et al., 2002). Los efectos de los  IECAs están mediados por un incremento de la BK, 
PGI2 y aumento de la disponibilidad de NO que, a su vez, están relacionados con las 







3. MECANISMOS DE DAÑO VASCULAR. 
 
3.1 Endotelio y óxido nítrico. 
El endotelio está constituido por una monocapa de células endoteliales que 
reviste el interior de los vasos sanguíneos, formando una interfase entre la sangre 
circulante en el lumen y la pared del vaso. Inicialmente  el endotelio se consideró una 
capa inactiva pero con el paso de los años se le han atribuido numerosas funciones 
como la traducción de señales y la liberación de sustancias que contribuyen a la 
homeostasis vascular. El endotelio controla la migración y proliferación de las células 
de músculo liso de manera directa, mediante la producción de promotores o 
inhibidores del crecimiento, o indirecta, a través de la inhibición de la activación de las 
plaquetas las cuales son ricas en factores de crecimiento para las células musculares 
lisas. El endotelio también desempeña un papel importante en la regulación de 
respuestas inflamatorias vasculares. Adicionalmente, modula la fluidez del flujo y 
coagulación del flujo sanguíneo manteniendo el balance entre la liberación de 
mediadores trombogénicos y antitrombogénicos. Finalmente, regula el tono vascular 
conservando el balance entre dilatación y constricción (Cines et al., 1998; Landmesser 
et al., 2004; Lerman y Zeiher, 2005). El endotelio modula el tono vascular mediante el 
mantenimiento del balance en la secreción de agentes vasodilatadores como el NO, 
PGI2, el factor hiperpolarizante derivado de endotelio y el péptido natriurético tipo C; y 
agentes vasoconstrictores como la Ang II, la endotelina-1, el tromboxano A2 y ROS 
(Verma y Anderson, 2002). Dentro de los factores vasodilatadores el más descrito es 
el NO (Deanfield et al., 2007). En 1980 Furchgott y Zawadzki describieron que las 
relajaciones inducidas por acetilcolina (Ach) en aorta de conejo estaban mediadas por 
una sustancia relajante producida en el endotelio a la que llamaron factor de relajación 
derivada de endotelio (Furchgott y Zawadzki, 1980); años más tarde se determinó que 
se trataba del NO (Ignarro et al., 1987).  
 El NO es un radical libre gaseoso sintetizado a partir del aminoácido L-arginina 
y el oxígeno molecular (O2), en una reacción catalizada por la óxido nítrico sintasa 
(NOS) dando como resultado la L-citrulina y el NO. La enzima NOS actúa como un 
heterodímero que está formado por un domino reductasa y otro oxidasa. El domino 
reductasa contiene sitios de unión para el mononucleótido de flavina (FMN), el fosfato 
dinucleótido nicotinamina adenina (NADPH) y calmodulina. En tanto que el dominio 
oxigenasa contiene un grupo hemo y es responsable de la unión de la L-arginina y el 
cofactor tetrahidrobiopterina (BH4). A través de la oxidación de NADPH en el dominio 





dinucleótido de adenina flavina (FAD), al grupo hemo del domino oxidasa. 
Posteriormente, los electrones fluyen del grupo hemo al O2 y cataliza la formación de 
NO (Ghosh et al., 1996; Chen et al., 2002a). Existen tres isoformas de NOS: la sintasa 
de óxido nítrico endotelial (eNOS o NOS-3), la sintasa de óxido nítrico neuronal (nNOS 
o NOS-1) y la sintasa de óxido nítrico inducible (iNOS o NOS-2).  Cabe mencionar que 
tanto eNOS como eNOS son constitutivas, en tanto que iNOS es inducible. Para llevar 
a cabo la reacción, los tres tipos de NOS emplean una serie de cofactores entre los 
que se incluyen NADPH, FMN, FAD, BH4 y el grupo hemo. En la tabla 2 se resumen 
las características más importantes de las isoformas de NOS (Forstermann et al., 
1995; Alderton et al., 2001; Huang, 2009).  

























































Tabla 2. Características principales de las isoformas de la enzima NOS. 
Abreviaturas, nNOS: sintasa de óxido nítrico neuronal, iNOS: sintasa de óxido nítrico 
inducible, eNOS: sintasa de óxido nítrico endotelial, NADPH: dinucleótido de 
nicotinamina adenina fosfato, FAD: dinucleótido de adenina favina, FMN: 
mononucleótido de favina, BH4: tetrahidrobiopterina. 
 
En las células endoteliales esta reacción se lleva a cabo por la isoforma eNOS 
y depende de la interacción con Ca2+/Calmodulina para transferir los electrones al 
grupo hemo (Craig et al., 2002). Diversas sustancias vasoactivas como ACh, 
serotonina, BK, trombina, histamina, vasopresina, noradrenalina y la sustancia P; 
conducen a un aumento de la concentración de calcio intracelular que produce la 
activación de eNOS (Schiffrin, 2001). La actividad de eNOS también puede ser 
mediada por PI3K que a su vez activa a la proteína quinasa B (PKB) o a la Akt, que 
fosforilan a eNOS en el residuo serina 117 permitiendo su funcionamiento (Huang, 
2009). Factores como la insulina, VEGF, estrógenos, leptina y el estrés mecánico 





producido el NO difunde a las células de músculo liso y activa a  la GC, que cataliza la 
desfosforilación del guanosín trifosfato a GMPc, que a su vez activa a las proteínas 
quinasas dependientes de GMPc (PKGs). Este tipo de quinasas regulan funciones 
celulares muy importantes como la relajación del músculo liso. La PKGs fosforilan 
proteínas que disminuyen las concentraciones de calcio intracelular ([Ca2+]i), que son 
necesarias para la activación de las cadenas ligeras reguladoras de miosina, 
mediadoras de fosrilaciones/desfosforilaciones que generan la contracción; por lo 
tanto, una disminución de ([Ca2+]i) provoca la respuesta vasodilatadora en el músculo 
liso (Fig.6) (Rybalkin et al., 2003, Schlossmann et al., 2000; Sholossmann et al., 2003; 












Célula de músculo 
liso
 
Fig. 6. Regulación de la actividad de eNOS. La activación de eNOS puede regularse 
por dos  mecanismos: (a) un aumento de ([Ca2+]i) y (b) una fosforilación de eNOS vía 
el mecanismo PI3K/Akt/PKB (Adaptado de Huang, 2009). 
 
3.2 Disfunción endotelial, óxido nítrico y estrés oxidativo. 
La disfunción endotelial se ha relacionado con el desequilibrio de la producción 
de mediadores vasoactivos en el endotelio, lo que genera un empeoramiento de la 
respuesta vasodilatadora a estímulos como BK o ACh (Endemann y Schiffrin, 2004). 
La disfunción endotelial fue descrita por primera vez en el lecho vascular del antebrazo 
humano (Panza et al., 1990) y se ha descrito posteriormente en diferentes vasos, 





respuesta vasodilatadora produce una alteración  y empeoramiento del tono vascular, 
favorece la formación de trombos, y se asocia con un aumento de la inflamación 
vascular así como de la proliferación y crecimiento de las células de músculo liso 
(Drexler y Hornig, 1999). 
Existen diferentes causas  que pueden disminuir la producción de NO, entre las 
que se encuentra una decremento de la actividad de eNOS, una reducción en los  
niveles ARNm de eNOS, una disminución de la disponibilidad del sustrato L-arginina y 
los cofactores para eNOS, así como una acelerada degradación de NO por un 
aumento de la producción de ROS (Gao et al., 2007). La carencia del factor BH4 
produce un desacoplamiento de eNOs en la reducción de oxígeno y la oxidación de la 
arginina, lo que lleva a la generación de O2•_, que al ponerse en contacto con el NO, 
reaccionan rápidamente para dar lugar al radical peroxinitrito (ONOO._) una molécula 
altamente reactiva (Vásquez-Vivar, 2009). El ONOO._  es un agente citotóxico oxidante 
que produce la nitración de proteínas mediante su unión a los residuos de tirosina 
transformándolos en nitrotirosina, actúa como mediador de la oxidación de LDL y 
reduce la biodisponibilidad de BH4 en el endotelio y el músculo liso (Koppenol et al., 
1992). Todas estas acciones ponen de manifiesto su papel en la disfunción endotelial 
y en la aterosclerosis, en donde se han encontrado niveles elevados de este radical 
(Sucu et al., 2003) 
La generación de ROS juega un papel central en la disfunción endotelial 
porque, como se ha mencionado anteriormente, favorece la inactivación de NO. Los 
principales ROS son el O2•_, el H2O2  y el radical (OH
.); estos últimos pueden ser  
generados por una serie de interacciones moleculares a partir de O2•_ (Valko et al., 
2007). A nivel cardiovascular,  las especies que revisten más importancia son O2•_ y  
H2O2  (Ardanaz y Pagano, 2006). Bajo condiciones fisiológicas normales, la interacción 
entre agentes oxidantes y antioxidantes se encuentra balanceada. Por lo tanto, el 
estrés oxidativo surge cuando aumenta la producción de ROS o cuando el sistema 
antioxidante se encuentra disminuido y es incapaz de reducirlo (Scandalios, 2005; 
Valko et al., 2007). El exceso de ROS puede causar daño en proteínas, membranas 
celulares y ADN, causando un importante daño que puede llevar a la muerte celular 
(Takeya y Sumimoto, 2006).  
 
3.2.1 NADPH oxidasa. 
La principal fuente de producción de estrés oxidativo en las células endoteliales 





factores clínicos de riesgo y disfunción endotelial (Griendling, 2000). Otras fuentes de 
generación de ROS son la xantina oxidasa, la sobreproducción mitocondrial de O2•_  y, 
como ya se ha indicado, la eNOS desacoplada (Landmesser et al., 2002; Endemann y 
Schiffrin, 2004). En esta sección se describen las principales características de la 
enzima NADPH oxidasa, que es parte del objeto de estudio de esta investigación.  
La NADPH oxidasa es una enzima que se encuentra asociada a la membrana 
que cataliza la reducción de O2•_, empleando el NADPH o NADH como donadores de 
electrones (Fig. 7). .El prototipo de esta enzima ha sido bien caracterizado en los 
fagocitos, en los cuales se ha determinado que está constituida por una subunidad 
catalítica compuesta por gp91phox (Nox2) y p22phox, que conforman el citocromo 
b558 y un componente citosólico compuesto por 3 subunidades p47phox,  p67phox y  
proteínas G de bajo peso molecular, pertenecientes a la familia Rac. La subunidad 
p47phox favorece  la unión de p67phox, mientras que Rac favorece el ensamblaje y la 
actividad del complejo de la NADPH oxidasa. La subunidad  p22phox está implicada 
en la producción de O2•_ (Soccio et al., 2005). Las células endoteliales tienen las 
mismas subunidades que la NADPH de los fagocitos, en tanto que en el musculo liso 
vascular la gp91phox está formada por otra proteína denominada Mox (Nox1) (Garrido 
y Griendling, 2009). Una vez que se estimula la enzima, las 3 unidades citosólicas se 
translocan al complejo del citocromo, produciendo un aumento de la actividad de la 
NADPH oxidasa, lo cual se ha observado especialmente en  células endoteliales y en 
fibroblastos de la adventicia; también puede activarse mediante su ensamblaje, lo que 
está ligado a la actividad constitutiva de esta enzima (Lasségue y Clempus, 2003).  
Existen 7 isoformas de Nox expresadas en distintos tipos de tejidos: Nox1, 
Nox2, Nox4 y Nox5 se encuentran en el  tejido vascular y son las responsables de la 
mayor generación de ROS en el sistema cardiovascular. La Nox4 es activa de manera 
constitutiva pero, en las células endoteliales y células musculares lisas, es regulada 
por distintos factores (Bedard y Krause, 2007; Brandes y Schröder, 2008). La isoforma 
Nox 1 se expresa en las células endoteliales y musculares lisas, mientras que la Nox 2 
se expresa en el endotelio, en las células adventicias de los grandes vasos y en las 
musculares lisas de los vasos pequeños (Gorlach et al., 2000). En el tejido vascular se 
ha determinado que las Nox se ubican mayormente en el espacio intracelular en tanto 
que en neutrófilos se localizan cerca o en la membrana plasmática (Lasségue y 
Clempus, 2003). 
La activación de la NADPH oxidasa puede ser inducida por hormonas 





crecimiento derivado de plaquetas), citoquinas, fuerzas mecánicas y factores de riesgo 
cardiovascular (presión arterial elevada, lípidos oxidados, tabaquismo). Por otra parte, 
los ROS producidos por esta enzima influyen en el proceso de 
constricción/vasodilatación, el crecimiento de las células de músculo liso, apoptosis, 
senescencia, respuestas inflamatorias, fibrosis, migración y calcificación (Brandes  et 



















Fig. 7. Estructura de la NADPH oxidasa. La enzima NADPH oxidasa está 
compuesta por una subunidad catalítica (gp91phox (Nox) y p22phox9) y una 
subunidad citosólica (p47phox,  p67phox y Rac). Su actividad lleva a la generación de 
superóxido (O2•_), que reacciona con NO, para formar el radical peroxinitrito (ONOO
._) 
(Adaptado de Briones y Touyz, 2010; Garrido y Griendling, 2009). 
 
La enzima NADPH oxidasa está involucrada en el desarrollo de la 
arterosclerosis, en la hipertensión inducida por Ang II y en la vasculopatía diabética 
(Briones y Touyz, 2010). En células de músculo liso vascular, la Ang II vía receptor AT1 
incrementa la actividad de la NADPH oxidasa por un aumento de la expresión de la 
subunidad p22phox, involucrando a la proteína quinasa C, fosfolipasa D, c-Src y 
receptores de tirosina quinasas (Rajagopalan et al., 1996; Touyz et al., 2002; Touyz y 
Schiffrin, 2001). La relación entre la Ang II, ROS y disfunción endotelial se ha 
determinado en modelos de animales hipertensos. De acuerdo a esto, se ha 





actividad de la NADPH oxidasa, y por lo tanto en la producción de O2•_, que se 
manifestó por un deterioro de la relajación dependiente de endotelio (Ushio-Fukai et 
al., 1996). También se ha determinado que  el O2•_ derivado de gp91 (Nox 2) está 
involucrado en el desarrollo de la hipertensión, porque induce la inactivación de NO y 
el remodelado vascular en el músculo liso vascular (Rey et al., 2002).  
Por otra parte, se ha establecido que un aumento de la subunidades p47phox, 
p22phox, gp91phox, Nox1 ARNm y Nox4 ARNm contribuyen al desarrollo de las 
lesiones ateroscleróticas (Lasségue y Clempus, 2003). En relación a esto, en ratones 
con deleción de Nox1 disminuye la inducción del gen de la apolipoproteína E (ApoE), 
lo que se traduce en una reducción de la formación de lesiones (Sheenan et al., 2011).  
La NADPH oxidasa también parece estar sobre-expresada en una gran variedad de 
tejidos durante la obesidad. En modelos de ratas obesas se ha determinado que la 
isoforma Nox4 está sobre-expresada en la aorta, en tanto que los niveles de p22phox 
y p47phox están incrementados en el tejido adiposo (Jiang et al., 2011). Niveles 
aumentados de la Nox 5 se han detectado también en pacientes con enfermedad 
cardiaca coronaria (Guzik et al., 2008). 
 
3.3 Aterosclerosis. 
La disfunción endotelial se considera un evento temprano en el desarrollo de la 
aterosclerosis e incluso se ha llegado a definir como un biomarcador de esta patología 
progresiva que se caracteriza por una acumulación de lípidos y elementos fibrosos en 
las arterias. Hoy en día se considera que esta enfermedad se asocia a un componente 
inflamatorio que está involucrado en la generación de la lesión, su evolución y la 
potencial ruptura de la placa (Lusis, 2000). El paso que inicia el proceso de 
arterosclerosis es la acumulación de LDL en la matriz subendotelial, lo que se favorece 
porque la disfunción endotelial facilita su permeabilidad a esta capa. Esta acumulación 
es grande cuando los niveles circulantes de LDL son elevados, lo que ayuda a la 
formación de lesiones. Las proteínas LDL difunden pasivamente a través de las 
uniones de las células endoteliales y su retención en la pared del vaso depende de 
interacciones entre la apoliproteína B  (constituyente de LDL) y los proteoglicanos de 
la matriz. Una vez interiorizadas, las LDL son modificadas en la pared del vaso, lo que 
incluye procesos de oxidación, lipólisis, proteólisis y agregación que contribuyen al 
proceso inflamatorio. La acumulación de LDLs oxidados estimula a las células 
endoteliales a producir moléculas proinflamatorias entre las que se incluyen moléculas 





macrófagos (M-CSF), además de producir la inhibición de NO (Libby et al., 2011; 
Inoue et al., 2011). 
 En el proceso de arterosclerosis existe un reclutamiento de monocitos y 
linfocitos T. Después del contacto con las LDLs, comienza la fase de reclutamiento de 
monocitos por las células endoteliales. Las integrinas E-selectina y P-selectina 
controlan la primera adhesión entre los leucocitos y el endotelio, se unen a los 
carbohidratos de la superficie de los leucocitos estimulando su migración del torrente 
sanguíneo y su rodamiendo hacia la superficie endotelial a la que se unen. Durante 
esta etapa muchos leucocitos no se activan y se despegan volviendo al torrente 
sanguíneo (Giancchetti et al., 2005). La segunda etapa de la adhesión, donde los 
leucocitos se unen mas firmemente, está controlada por la molécula de adhesión 
ICAM-1 y  VCAM-1, expresadas en el endotelio y que facilitan la migración de la pared 
endotelial al tejido subyacente (Collins et al., 2000; Frank y Lisante, 2008). Cuando los 
monocitos se encuentran en la íntima se convierten en macrófagos activados que, al 
fagocitar los LDLs, se transforman en macrófagos espumosos que constituyen la estría 
grasa. Tanto los macrófagos activados como los espumosos liberan citoquinas (TNF-
e IL-1), factores de crecimiento (factor de crecimiento derivado de plaquetas y de 
fibroblastos), M-CSF, MCP-1 y enzimas proteolíticas (MMPs). Estos factores inducen 
el reclutamiento de monocitos y la migración de células de músculo liso de la media 
hacía la íntima vascular, favoreciendo su proliferación, la liberación de mediadores de 
inflamación y la síntesis de tejido conectivo, provocando el engrosamiento de la capa 
íntima y formando una placa fibrosa  (Fig. 8 ) (Glass y Witztum, 2001). 
Los linfocitos T también se encuentran en la lesión y son activados por los 
macrófagos, a partir de ello secretan citoquinas como el interferón- (IFN, TNF- y 
TNF-, lo que amplifica  la respuesta inflamatoria. El IFNinhibe la proliferación del 
músculo liso vascular y la producción de componentes de la matriz celular como el 
colágeno intersticial (Libby, 2002). Esto, junto con otros factores como la apoptosis de 
macrófagos que favorece la necrosis de la placa o la activación de las MMPs a partir 
de una disminución de NO y un exceso de estrés oxidativo, genera que la placa se 
debilite y se rompa. La rotura de placa favorece la formación de trombos obstruyendo 








Fig. 8. Etapas principales del comienzo  y progresión de la aterosclerosis en la 
pared arterial.  A: pared arterial normal, B: etapa del depósito graso, C: Etapa de la 
placa aterosclerótica, D: rotura del endotelio y formación de coágulo oclusivo 
(Modificado de Ross, 1999). 
 
3.3.1  Inflamación crónica de bajo grado. 
La inflamación crónica de bajo grado en la pared vascular es un factor 
importante en el desarrollo de la fisiopatología de enfermedades cardiovasculares 
como la hipertensión, aterosclerosis y enfermedad coronaria (Savoia y Schiffrin, 2007). 
Este ambiente inflamatorio se caracteriza por un aumento en la pared vascular de la 
expresión de moléculas de adhesión y ligandos (CD11A/CD18, CD11B/CD18 y VLA-
4), extravasación de leucocitos, aumento de estés oxidativo, producción de citoquinas, 
activación de células del sistema inmune y de vías de señalización proinflamatorias, 
así como una inducción de remodelado vascular que se asocia con un incremento del 
crecimiento y proliferación de células de músculo liso vascular (Savoia et al., 2011).  
Adicionalmente, tanto la diabetes mellitus tipo 2 como la obesidad se consideran como 
enfermedades inflamatorias crónicas de bajo grado, lo que conlleva un aumento de 
citoquinas, adipoquinas inflamatorias, quimiocinas y marcadores de inflamación (Kolb 






3.3.2 Moléculas de adhesión: ICAM-1 y VCAM-1. 
 
Dada la relevancia en este trabajo de los niveles de expresión de ICAM-1 y 
VCAM-1 en células endoteliales, es importante hacer una mención especial de estas 
moléculas de adhesión. Las células poseen muchas maneras para interactuar unas 
con otras. Una de ellas es mediante moléculas de adhesión que permiten la migración 
de células desde el torrente sanguíneo hasta el sitio de unión específico, además de 
jugar un papel importante en la inducción de las respuestas inmunes de los linfocitos 
T. Ambas moléculas pertenecen a la familia de las inmunoglobulinas y sus ligandos 
sobre los leucocitos son CD11A/CD18 y CD11B/CD18. ICAM-1 permite que las células 
endoteliales se unan a monocitos, neutrófilos y células T, en tanto que VCAM-.1 
permite la unión entre el endotelio y los linfocitos o monocitos. El ligando de VCAM-1 
sobre el leucocito es  VLA-4 (Galnika y Ley, 2007).  
Tanto ICAM-1 como V-CAM son muy importantes en el desarrollo de la 
aterosclerosis, ya que se ha determinado que los niveles de ICAM-1 y VCAM-1 están 
aumentados en las regiones propensas a la aparición de lesiones ateroscleróticas 
(Nakashima et al., 1998). La expresión de ambas moléculas se incrementa por la 
acción del TNF- mediada por NF-B (Collins et al., 1995), que en el caso de ICAM-1 
es a través de la vía PKC(Javaid et al., 2003) también son estimuladas por IFN 
(Harvey y Ramji, 2005). En las células endoteliales, los niveles de VCAM-1 aumentan 
cuando disminuye la disponibilidad de NO por la inducción de NF-B (Khan et al., 
1996), lo que sugiere una relación directa con la disfunción endotelial. El aumento de 
la expresión de VCAM-1 también es regulada por factores aterogénicos como LDLs 
oxidados (Khan et al., 1995; Kawakami et al., 2006). En estudios en placas 
ateroscleróticas humanas, se demostrado que existen niveles elevados de ICAM-1 en 
respuesta a IL-1 (Couffinhal et al., 1994). 
 
3.3.3 Oxido nítrico sintasa inducible (iNOS). 
La iNOS es  una isoforma de la NOS que no es constitutiva y se induce en las 
células en respuesta a estímulos como las citoquinas proinflamatorias, moléculas 
bacterianas, factores de transcripción (como NF-B), lipopolisacáridos y estrés 
oxidativo, por lo cual se asocia a procesos inflamatorios o infecciosos. También se 
relaciona su inducción a nivel cardiovascular con AMPc, Ang II, vasopresina y 
adrenomedulina (Sha, 2000; Kröncke et al., 1998). Esta enzima produce grandes 
cantidades de NO en comparación con las otras isoformas constitutivas (100 veces 





(Andrew y Mayer, 1999; Knowles y Moncada, 1994). La iNOS puede ser encontrada 
en diferentes tejidos, entre ellos el vascular, donde se expresa predominantemente en 
las células de músculo liso y en los fibroblastos (Busse y Mülsch, 1990; Matthys y Bult, 
1997). Cuando en los vasos existe un ambiente pro-oxidante, el NO puede convertirse, 
como hemos explicado anteriormente, en el radical ONOO._ favoreciendo sus acciones 
deletéreas como la nitración de proteínas. La inhibición de iNOS o de NF-B 
empleando el ditiocarbamato de pirrolidina (PDTC) se traduce en una mejora de la 
vasodilatación dependiente de endotelio (Cau et al., 2011).  
La inducción de iNOS a nivel cardiovascular está involucrada en la desarrollo 
de múltiples enfermedades. La expresión elevada de iNOS se ha determinado en 
lesiones ateroscleróticas humanas con la consecuente formación de peroxinitrito, lo 
que puede contribuir a la oxidación de lípidos y daño vascular (Buttery et al., 1996; 
Depre et al., 1999). Por otra parte, factores que están relacionados con el desarrollo 
de la arterosclerosis como LDLs oxidados, LDLs, IL-1, IL-6, IFN- favorecen el 
aumento de la expresión de iNOS en las células de músculo liso vascular, macrófagos 
y células espumosas (Matthys et al., 1997; Kröncke et al., 1998). También se ha 
observado una inducción de la expresión de iNOS en las células de músculo liso de 
vasos intramiocárdicos de pacientes con isquemia cardiaca (Habib et al., 1996). Por su 
parte, una dieta baja en ácidos grasos en ratas se correlaciona con una disminución 
de los niveles de  ARNm de iNOS (Russell et al., 1995). Adicionalmente, se han 
determinado niveles elevados de iNOS en tejido subcutáneo de obesos humanos y 
adipocitos aislados (Elizalde et al., 2000). Asimismo, se ha relacionado la inducción de 
iNOS con resistencia a la insulina en el músculo, se  observó que la disminución de los 
niveles de esta enzima redujo la resistencia insulina, en modelos de obesidad de 
ratones con deleción de iNOS (Perrault y Marette, 2001). 
 
3.4 Senescencia vascular. 
  
3.4.1 Antecedentes. 
El término senescencia fue descrito formalmente en 1961, cuando Hayflick y 
Moorhead  demostraron  que las células humanas diploides perdían la habilidad de 
dividirse después de un cierto número de duplicaciones. De acuerdo a sus 
investigaciones, los fibroblastos de piel humanos  en cultivo experimentan una extensa 
división celular. Sin embargo, después de  varios pases, gradualmente la proliferación 
celular disminuye. Durante este experimento, las células se dividían alrededor de 50 





congelaron; pasado un tiempo se descongelaron y las células se dividieron hasta el 
límite de 50 veces, ya que posteriormente dejaban de dividirse. Las células que no se 
dividían permanecían viables por varias semanas, pero no lograron crecer a pesar de 
tener las condiciones óptimas para ello en el cultivo. De esto se concluyó que el 
número de divisiones remanentes no dependía del tiempo transcurrido sino de las 
duplicaciones efectuadas anteriormente (Hayflick y Moorhead, 1961). En 1965, se 
postuló el “Límite de Hayflick” como el número máximo de veces que las células 
humanas podrían dividirse (Hayflick, 1965).  
A partir de estos hallazgos, otros grupos de investigación experimentaron con 
diferentes tipos celulares de distintas especies animales y se estableció que cada tipo 
celular tenía su propio límite, lo cual era independiente del medio o las condiciones 
presentes en el mismo. En las células endoteliales de cordón umbilical (HUVEC) se 
determinó en 1981, por el grupo de Maciag, el número de Hayflick para este tipo 
celular. Para ello, emplearon diferentes parámetros: el nivel de duplicación de la 
población acumulado (CPDL) y el tiempo de duplicación de la población (PDT). Para 
estas células se estableció que a mayor CPDL había una menor densidad de cultivo 
cuando CPDL tenía un valor de 3,4, concluyéndose que 15 era el número de pases 
máximo para este tipo celular (Maciag et al., 1981). 
En 1995 se demostró la presencia de células senescentes in vivo en cultivos de 
queratinocitos, fibroblastos y células epiteliales provenientes de biopsias de piel de 
donantes humanos. En estos experimentos, se utilizó el ensayo citoquímico de  -
galactosidasa como un marcador para detectar células senescentes de manera 
selectiva si la reacción se llevaba a cabo a pH 6.  Esta técnica basada en la  actividad 
de esta enzima a pH 6 fue denominada como senescencia asociada a -galactosidasa 
(Dimri et al., 1995). 
 
3.4.2 Senescencia replicativa. 
  
Existen dos mecanismos a través de los cuales se lleva a cabo  el proceso 
senescente: la senescencia replicativa y la senescencia prematura inducida por estrés. 
La senescencia replicativa implica una detención irreversible de la proliferación celular 
y una alteración de la  función celular, en lo cual se encuentran involucrados múltiples 
genes y es dependiente del número de divisiones celulares pero no del tiempo 
transcurrido. Por lo tanto, las células que experimentan senescencia tienen una tasa 





El  primer mecanismo molecular reconocido como causante del proceso de 
senescencia está relacionado con una disfunción y acortamiento progresivo de los 
telómeros. Los telómeros, en las células de mamíferos, son estructuras altamente 
especializadas compuestas por una secuencia repetitiva de ADN (5´TTAGGG3´) y 
están ensambladas por proteínas de unión especializadas, que se localizan cubriendo 
los extremos de los cromosomas. La función de los telómeros es proteger los 
cromosomas de la degradación llevada a cabo por las  nucleasas como resultado de 
procesos de duplicación y reparación del ADN (McEachern et al., 2000). De esta 
manera, se evita la pérdida de información genética y la estabilidad cromosómica que 
podría ocasionar mutaciones o la muerte celular.  
 En las células humanas, el ADN telomérico está formado por una doble cadena 
formada de 5-15 kb de la repetición (5´TTAGGG3´), formando de 100-200 nucleótidos. 
Es conocido que el extremo 3´ de la doble cadena de ADN telomérico no puede ser 
replicado por completo, dando lugar a que los telómeros se acorten progresivamente 
en cada ciclo celular. Este suceso fue denominado “el problema de la replicación final” 
refiriéndose a la incapacidad de la ADN polimerasa para completar la síntesis de  ADN 
(Olovnikov, 1996). Esto se explica porque el ADN de los telómeros tiene una región de 
doble hebra y un sitio en el extremo 3´ que no tiene una hebra complementaria.  La 
ADN polimerasa es una enzima unidireccional y requiere de un espacio en el molde 
para  inducir un cebador, por lo cual, en cada ronda de replicación ocurre lo que se ha 
mencionado anteriormente con el extremo 3´ (Blackburn, 2001; Campisi, 1997).  De 
acuerdo a un estudio llevado a cabo en fibroblastos, el problema de la replicación 
causa que se pierdan de 50-200 pares de bases de cada extremo 3´ en la fase S de 
cada ciclo celular por cada división de la célula, lo cual conduce progresivamente al 
acortamiento de los telómeros (Levy et al., 1992).  
En las células de mamíferos se han descrito proteínas de unión estructural al 
ADN telomérico de doble cadena, entre las que podemos citar TRF-1 y TRF-2.  En el 
caso de TRF-1 se ha demostrado que actúa  como un regulador negativo del tamaño 
del telómero. La sobre-expresión de esta proteína en células tumorales humanas 
HT1080 provoca una disminución en el tamaño de los telómeros. Mientras, el empleo 
de un alelo dominante negativo a TRF-1 inhibe la unión del TRF-1 endógeno a los 
telómeros y causa una elongación del tamaño del mismo (Van Steensel y De Lange, 
1997). Por otra parte, se ha demostrado in vivo que la proteína TRF-2 protege el 
extremo telomérico, a través de un arreglo estructural denominado “T-loop”. Esta 
estructura protege los extremos 3´ protuberantes del telómero, o G-strands, de la 





forman cuando la G-strand invade la parte de la doble banda del telómero. La 
estabilidad de los “loops” está mantenida por TRF-2, por lo cual una pérdida de su 
función provoca la pérdida de la G-strand y por tanto, la imposibilidad para formar los 
“T-loops” con una consecuente disfunción del telómero (Griffith et al., 1999). Se ha 
determinado que esta proteína podía actuar como un segundo regulador negativo del 
tamaño de los telómeros (Smogorzewska et al., 2000).  
 Los telómeros son sintetizados por la telomerasa, que es una enzima que 
agrega repeticiones de 6 núcleotidos al extremo 3´ de los telómeros. Las telomeresas 
son ribonucleoproteínas con un complejo formado por una polimeresa de ADN llamada 
transcriptasa telomerasa inversas (hTERT) y el ARN de la telomerasa (hTR). La 
proteína hTERT pertenece a la familia de las transcriptasas inversas, por lo cual, para 
llevar a cabo su acción requiere de un “primer”, que en este caso es el extremo 3´ del 
telómero y un molde de ARN, que es el  componente de ARN, lo que le permite añadir 
dexosiribonucleótidos a los extremos de los cromosomas. El sitio catalítico activo de 
hTERT contiene 3 grupos aspartato esenciales, por lo que cualquier alteración en 
estos grupos funcionales puede repercutir en la actividad de esta enzima. La 
telomerasa se une al extremo 3´ por medio de puentes de hidrógeno entre el ARN y 
los últimos nucleótidos de la hebra. A diferencia de otras transcriptasas inversas, las 
telomerasas están restringidas a copiar el  pequeño fragmento de ADN que forma el 
telómero, con lo cual se soluciona el problema del fin de la replicación (McEachern et 
al., 2000; Linger et al., 1997; Erusalimsky y Kurz, 2006). Sin embargo, la telomerasa 
no puede prevenir la senescencia que no está relacionada por el acortamiento de los 
telómeros sino que deriva de otros factores como el estrés oxidativo (Chen et al., 
2001). 
El ARN de la telomerasa contiene una pequeña secuencia de ADN que actúa 
como molde a partir del cual las repeticiones de ADN telomérico son copiadas. 
Además, este ARN define el punto de parada para la reacción de la transcripción 
inversa por medio de una región llamada TBE (Template Boundary). Por otra parte, la 
molécula de ARN también permite la unión de otras proteínas accesorias 
indispensables para la estabilidad de la telomerasa (Tzfati et al., 2000). 
La telomerasa no se encuentra expresada de modo importante en la mayoría 
de las células somáticas humanas adultas, debido a que la mayor parte de los tipos 
celulares no expresan la subunidad hTERT o la expresan en bajo grado; por ello, los 
telómeros no permanecen intactos y se acortan en cada ciclo celular (Masutomi et al., 





componente de ARN de la telomerasa, comprobándose que la telomerasa es la 
responsable del mantenimiento del tamaño de los telómeros (Blasco et al., 1997). 
Existen tres tipos celulares que no parecen experimentar el fenómeno de senescencia 
replicativa y que expresan niveles altos de hTERT, tales como las células germinales, 
las células  de tumores y las líneas celulares derivadas de las células madre (Wright et 
al., 1996; Landsdorp, 1995). Además de estos tejidos, se ha reportado la expresión de 
telomerasa, aunque en bajos niveles, en las células de epidermis y el intestino 
(Forsyth et al., 2002). En las células endoteliales, también se expresa la telomerasa 
aunque su acción es 40 veces menor que la medida en células cancerosas y esta 
actividad disminuye en función de la edad de replicación (Vasa et al., 2000, Kurz et al., 
2004).  
El tamaño del telómero se determina desde el fragmento de restricción terminal 
(TRF), el cual contiene la repetición TTAGGG y las secuencias no teloméricas. Los 
telómeros humanos tienen alrededor de 8 a 12 kb al nacer (Allshire et al., 1989; Levy 
et al., 1992). Durante el proceso de senescencia, el valor de TRF disminuye 6 kb 
independientemente del tamaño inicial de los telómeros. Sin embargo, a pesar de que 
la telomerasa es importante para la proliferación celular, no es completamente 
necesaria para mantener un ciclo celular ilimitado (Campisi et al., 1997). 
 Un estado disfuncional en los telómeros desencadena el proceso de 
senescencia porque induce una respuesta de daño en el ADN. La respuesta 
senescente es activada cuando se alcanza un punto de daño considerable 
independientemente del factor que la ha causado. Esta disfunción telomérica no está 
determinada principalmente por el acortamiento del tamaño del telómero, sino por una 
pérdida o alteración de la estructura del mismo. La respuesta de daño en el ADN 
incluye una compleja cascada de reacciones que involucra factores de reparación de 
ADN y reguladores del ciclo celular, que  concluyen con la activación del gen supresor 
de tumores, p53, el cual detiene la proliferación celular de manera permanente o 
transitoria en función del nivel de daño (D’Adda di Fagagna et al. 2003). Entre las 
proteínas que participan en esta respuesta se incluyen protein-quinasas como la 
proteína ataxia/telangiectasia mutada (ATM/ATR) y la quinasa de punto de restricción 
2 (CHK2), proteínas adaptadoras como la proteína 1 mediadora del punto de control 
de daño del ADN (MDC1) y modificadores de la cromatina. Estas proteínas se 
localizan en el sitio de daño en el ADN y por lo tanto puede ser detectadas en las 







3.4.3 Senescencia prematura inducida por estrés. 
 La senescencia celular puede ser inducida en un corto periodo de tiempo, 
además de por daño telomérico (acortamiento de los telómeros), por otros factores; a 
este proceso se le conoce como senescencia prematura inducida por estrés 
(Toussaint et al., 2000). Entre los principales estímulos causantes del fenotipo 
senescente en células de pases bajos se encuentran: el daño directo al ADN como el 
inducido por radiaciones, el estrés oxidativo, el estrés oncogénico (aumento de la 
actividad  oncogénica), el estrés bioenergético y el daño en la estructura de la 
cromatina. Estos factores pueden no ser independientes unos de otros; por ejemplo, el 
estrés oxidativo conlleva un daño del ADN, que a su vez se puede relacionar con un 
aumento del acortamiento de los telómeros (Ben-Porath y Weinberg, 2004).  
Entre los factores que pueden influir en el proceso senescente de las células 
endoteliales se encuentran los mitógenos, moléculas inflamatorias, NO, glucosa alta y 
los productos de glicosilación avanzada (AGEs). Estos estímulos influyen en la 
senescencia celular a través de dos vías: alterando los niveles intracelulares de estrés 
oxidativo o modulando la actividad de la telomerasa (Erusalimsky, 2008). 
 El estrés oxidativo es uno de los estímulos que inducen en mayor medida el 
proceso de senescencia. La teoría de los radicales libres del envejecimiento señala 
que las ROS producidas durante el metabolismo aeróbico  pueden causar un daño en 
las biomoléculas lo que produce una disminución de las funciones de los tejidos y 
finalmente conduce a el envejecimiento (Harman, 1994). Niveles elevados de ROS 
están relacionados con la inducción tanto de senescencia replicativa como de 
senescencia inducida por estrés (Lu y Finkel, 2008). En las células endoteliales, ROS 
puede inducir  la senescencia a través de un daño en los telómeros o inhibiendo a la  
telomeresa. También por un mecanismo independiente de los telómeros, el cual está 
relacionado con el daño directo en el ADN, el daño en la mitocondria, la activación de 
quinasas de respuesta a estrés en el citosol u otras proteínas de las rutas de 
señalización redox, además ROS puede actuar como mediador de estrés oncogénico 
y causar estrés citosólico que finalmente favorece el estado senescente (Erusalimsky, 
2008).  
Existen una amplia variedad de estímulos que pueden incrementar los niveles 
de ROS y por lo tanto causar estrés oxidativo intracelular. En relación a estos factores, 
se determinó que la estimulación aguda de fibroblastos humanos con interferón- 
produce una detención reversible del ciclo celular, sin embargo, una estimulación 





dependiente de p53 desencadenando el  proceso de senescencia (Moiseeva et al., 
2006). Mientras que en HUVECs la estimulación continua con IFN-provocó un 
aumento de la senescencia replicativa mientras que el IFN- activó este proceso 
mediante la vía del p53 (Pammer et al., 2006; Kim et al., 2009b). Por otra parte 
agentes inductores de estrés oxidativo como el TNFy LDL oxidado reducen la 
actividad de la telomerasa en las células endoteliales vía Akt (Breitschopf et al., 2001). 
En la mitocondria ROS puede causar daño en el ADN mitocondrial y otros 
componentes de los organelos generando un deterioro de su función. Un estudio 
realizado en células endoteliales demostró que el silenciamiento de prohibitina-1, una 
proteína constituyente de la membrana de la mitocondria e  importante para mantener 
su integridad, incrementó la generación de ROS via Akt favoreciendo el proceso de 
senescencia (Schleicher et al., 2008). En fibroblastos incubados en una atmósfera de 
20% de oxígeno se observó una inducción más temprana de senescencia en 
comparación con aquellos incubados con 2-3% de oxígeno (Chen et al., 1995). 
Por otra parte el tratamiento con un agente antioxidante análogo al ácido 
ascórbico en células endoteliales, disminuyó el acortamiento de los telómeros, lo cual 
provocó un aumento de la vida celular y una disminución del tamaño de las células, 
ambos signos característicos del estado senescente, lo cual puso de manifiesto la 
importancia del estrés oxidativo en este proceso (Furumoto et al., 1998).  
La senescencia inducida por estrés oncogénico es un mecanismo de 
protección para evitar la formación de tumores. La sobre-expresión de oncogenes Ras 
puede ocasionar en las células sanas la inducción de senescencia. Los oncogenes 
Ras desencadenan la proliferación celular seguida de una parada irreversible del ciclo 
y un aumento de p53 y p16, lo que previene la transformación de los tumores (Serrano 
et al., 1997).  En las células endoteliales la sobre-expresión de las formas activas de 
Akt, Ras o Rac1 conducen al estado senescente (Erusalimsky y Kurz, 2006). La 
inducción de la senescencia mediada por Akt produce un aumento de ROS que deriva 
en un incremento de la actividad de p53 y la expresión de p21 (Miyauchi et al., 2004).  
El estrés bionergético se produce cuando hay un desbalance energético en la 
célula. Las causas que originan este tipo de estrés se relacionan con un aumento en la 
demanda de energía, restricción de nutrientes, factores de crecimiento o de oxígeno y 
una disfunción de la mitocondria (Erusalimsky y Kurz, 2006). La inducción prematura 
de la parada del ciclo celular ha sido demostrada en fibroblastos humanos cultivados 





las células, o entre las células y la matriz celular, pueden promover la parada del ciclo 
celular en condiciones in vitro (Ben-Porath y Weinberg, 2004). En queratinocitos 
humanos, cultivados con un inapropiado contacto celular sin una capa alimentadora, 
se observa una inducción del proceso senescente y una disminución de la expresión 
de p16 (Ramírez et al., 2001). La activación de p16 está implicada en la respuesta a 
este tipo de estrés, cuando la inducción de la senescencia prematura es independiente 
del desgaste de los telómeros (Rheinwald et al., 2002). 
 
3.4.4 Vías de señalización implicadas en el proceso de senescencia: La vía 
del p53 y del p16. 
 Existen tres vías de señalización importantes en el proceso de senescencia: la 
que involucra al gen supresor de tumores p53, la de p16 y la de la proteína 
retinoblastoma (pRb). Estos mecanismos pueden interactuar o alterar 
independientemente el ciclo celular, además de que responden a distintos estímulos.  
 El p53 es un supresor de tumores y también se conoce como “el guardián del 
genoma”, porque es fundamental para el mantenimiento de la integridad del genoma 
de las células (Lane, 1992). Fue descrito por primera vez en 1979 por su interacción 
con la proteína viral SV40 e inicialmente fue considerado un oncogén para 
posteriormente ser identificado como un supresor de tumores (Linzer y Levine, 1979). 
El gen Tp53 se localiza en el cromosoma 17 y codifica una proteína con un peso 
molecular de 53 kDa compuesta por 333 aminoácidos y 11 exones (Soussi y May, 
1996). Esta proteína forma parte del funcionamiento normal de la célula; se ha 
demostrado que en las células tumorales se encuentra inactivada por una mutación en 
el gel de Tp53, lo cual remarca su importancia en el mantenimiento del ciclo celular. La 
vía de p53 responde principalmente al daño en el ADN aunque también responde a 
estrés genotóxico mediante la inducción de la expresión de p21, en tanto que la vía de 
p16 y pRb son activadas por estrés genotóxico que detiene el ciclo celular mediante la 
represión de genes promotores del crecimiento (Meek, 2004; Ohtani et al., 2004). El 
p53 responde al daño principalmente a través de las siguientes acciones: detención 
transitoria del crecimiento, detención del crecimiento por senescencia y apoptosis 
inducida por daño en el ADN. La pérdida de  la función de p53 o una alteración de su 
actividad no sólo está relacionada con la presencia de tumores sino también con 
enfermedades cardiovasculares, neurodegenerativas, infecciosas, metabólicas y con 





 En condiciones normales, p53 se expresa en forma constitutiva y se encuentra 
en bajos niveles a causa de la rápida inactivación llevada a cabo por la ubiquitina 
ligasa, MDM2, que ubiquitina a p53 en el residuo N-terminal para ser degradado 
rápidamente por el proteosoma. En respuesta al daño en el ADN, la quinasa ATM/ATR 
fosforila rápidamente p53 en Ser15, mientras la serina/treonina quinasa Chk2 actúa 
como desregulador de ATM fosforilando a p53 en Ser20 (Itahana et al., 2001). Este 
sitio fosforilado en la región N-terminal de p53 está cercano al sitio de unión de MDM2, 
lo cual genera la estabilización de p53, evitando la degradación llevada a cabo por el 
proteosoma. Este hecho causa la acumulación de p53, que es el primer paso de la 
respuesta al daño en el ADN (Yoshida y Miki, 2010). Otra vía de señalización por la 
cual está controlada la respuesta mediada por p53 involucra a p14/ARF, un supresor 
de tumores codificado en el locus INK4a, que es el mismo de p16, pero expresado por 
un promotor distinto (Wadhwa et al., 2004).). La actividad de p53 es estimulada por 
p14, que secuestra a MDM2 en el núcleo, evitando la degradación de p53, mecanismo 
inducido por estrés celular y que no parece implicado con la senescencia replicativa 
(Wadhwa et al., 2004). 
 La parada del ciclo celular en respuesta al daño celular mediada por p53 se 
lleva a cabo en la fase G1 del ciclo celular, lo que permite que sea reparado antes de 
la fase S. El p53 activado promueve la expresión de p21, que a su vez provoca la 
inhibición de la actividad de los complejos ciclina E-CDK2, cuya función es fosforilar a 
pRb, el cual es activo en su forma hipofosforilada e inactivo en su forma 
hiperfosforilada (Classon y Harlow, 2002). La pRb es una proteína cuya función es 
restringir la proliferación celular y que, una vez hipofosforilada, secuestra al factor de 
transcripción E2F, lo cual provoca la inhibición de la expresión de genes de E2F 
necesarios para la transición a la fase S del ciclo celular (Ben-Porath y Weinberg, 
2005). El Rb fosforilado inactiva a E2F de dos maneras: la primera es mediante la 
unión directa de un resido de 18 aminoácidos de su estructura, con el dominio de 
transactivación de E2F, por lo cual pRb bloquea directamente la capacidad de E2F 
para formar un complejo de transcripción activo (Campisi y D’Adda di Fagagna, 2007). 
La segunda ocurre cuando pRb recluta un complejo de histonas desacetilasas o 
transferasas en la región promotora para reprimir la transcripción de E2F  (Fig. 9) 
(Campisi y D’Adda di Fagagna, 2007). 
  Otra parada del ciclo celular puede ocurrir en la transición G2/M mediante la 
activación de la expresión de los genes diana de p53: 14-3-3 σ, GADD45 y p21. Esta 
vía implica la inhibición de la ciclina B1/Cdc2, que inhiben los complejos CDK. La 





el complejo B1/Cdc2 sea activado mediante su de-fosforilación, lo que produce la 
inhibición de la actividad de este complejo ciclina que es necesario para la transición 




















Fig. 9. Mecanismos de activación de p53, p16 y la entrada en senescencia. El p53 
activado promueve la expresión de p21, que provoca la inactivación de los complejos 
ciclina E-CDK2 que inhibe la fosforilación de pRb. En tanto que p16 inhibe la actividad 
de las ciclinas ciclinas CDK4 y CDK6 evitando la fosforilación de pRb. La pRb 
hipofosforilada secuestra al factor de transcripción E2F, lo cual provoca la entrada en 
senescencia de la célula. Existe una vía alternativa en la que la actividad de p53 es 
estimulada por p14 que secuestra a MDM2 en el núcleo.  
 
 
La vía de p16 induce la senescencia por la inhibición de la actividad de la 
ciclinas CDK4 y CDK6, que de otra manera fosforilarían e inactivarían a pRb 
(Erusalimsky y Kurz, 2006) (Fig. 9). Por lo tanto, las dos rutas de señalización 
conducen a la inactivación de Rb. En las células endoteliales  tanto la vía del p53/p21 
como la p16 están involucradas en la respuesta senescente inducida por la pérdida de 
la integridad de los telómeros (Erusalimsky y Kurz, 2006). En procesos de senescencia 
replicativa, se ha determinado un aumento en la expresión de p53 en células 
endoteliales de la córnea bovina y de p16 y p21 en las HUVECs (Whikehart et al., 







3.4.5 Fenotipo Senescente. 
 Las células senescentes presentan cambios característicos en la expresión de 
genes, morfología y función. Dichas transformaciones definen el fenotipo senescente  
cuyas características principales son (Campisi, 2001):  
- Parada irreversible de la proliferación celular. 
- En algunos tipos celulares, resistencia de las señales que causan la muerte 
celular por apoptosis. 
- Cambios en las funciones celulares. 
 
La parada del ciclo celular es una de las características más importantes de la 
senescencia, que se lleva a cabo por la represión de genes esenciales para la 
continuidad del ciclo celular y la supresión de genes que inhiben el crecimiento tal 
como se ha explicado anteriormente. La parada del ciclo en senescencia es 
permanente, porque las células senescentes no pueden ser estimuladas a proliferar 
por estímulos fisiológicos, lo cual las diferencia ampliamente de las células 
quiescentes (Campisi y D’Adda di Fagagna, 2007). 
 
La apoptosis implica la destrucción controlada de las células potencialmente 
malignas o disfuncionales como una respuesta al daño, estrés o señales fisiológicas, 
por lo cual es un importante mecanismo supresor de tumores (Green y Evan, 2002). 
Ciertos tipos celulares, como los fibroblastos humanos, las células T y las células 
epiteliales, se convierten en resistentes a señales que desencadenan la apoptosis 
cuando experimentan senescencia celular. La resistencia a la apoptosis puede explicar 
porqué las células senescentes persisten in vivo y se acumulan con la edad (Sabin y 
Anderson, 2011). En algunas células, esta resistencia puede ser causa por el cambio 
de la expresión en proteínas que inhiben o promueven la muerte celular por apoptosis 
(Marcotte et al., 2004; Murata et al., 2006). En ciertos casos, p53 puede transactivar 
los genes que causan la detención de la proliferación en lugar los que inducen la 
apoptosis (Jackson y Pereira-Smith, 2006). 
La senescencia celular va relacionada con alteraciones en las funciones 
diferenciadas que comúnmente se presentan en la mayoría de los tipos celulares, 
entre los principales cambios se encuentran los siguientes:  
Hayflick y Moorhead describieron en 1961 el alargamiento y la forma plana de 
la estructura celular como parámetros característicos que diferenciaban a las células 





en las estructuras, tales como la lámina nuclear, el nucléolo, la matriz nuclear, los 
cuerpos nucleares y morfología nuclear lobulada. Asimismo, se han reportado 
alteraciones específicas en el genoma de las células senescentes que incluyen 
modificaciones en la cromatina, aneuploidía, cambios en la posición de los 
cromosomas, recolocación de heterocromatina y cambios en los telómeros (Mehta et 
al., 2007). En relación a lo antes mencionado, se ha demostrado en fibroblastos 
humanos que los cromosomas 13 y 18 (pobres en genes) pueden alterar su posición 
nuclear, trasladarse cerca de la periferia del núcleo y recolocarse en el interior del 
núcleo cuando se induce senescencia (Bridger et al., 2000). La organización de la 
interfase de ciertos territorios de cromosomas puede cambiar en las células 
senescentes y eso se correlaciona con el tamaño del cromosoma más que con la 
densidad (Meabun et al., 2007).  
La enzima -galactosidasa es una hidrolasa localizada en el lisosoma, 
encargada de romper el enlace -D-galactosil de un amplio número de sustratos 
naturales, entre los que se encuentran los gangliósidos, glicoproteínas y 
glicosaminoglicanos, así como sustratos artificiales. Esta enzima está constituida en su 
forma madura por un polipéptido de 64 kD y es producida a partir de un precursor de 
85 kD, lo cual ha sido descrito en fibroblastos humanos (D’Azzo et al., 1982). También 
es activa cuando se encuentra en forma de un agregado con un peso molecular de 
700 kD, formado por el polipéptido antes descrito (Norden et al., 1975; Hoeksema et 
al., 1979). Este complejo se forma y se estabiliza a través de interacciones con una 
proteína protectora de 32 kD, lo cual evita que la -galactosidasa sea sensible a una 
degradación proteolítica intralisosomal (Hoogeveen et al., 1983).  
El pH óptimo de la actividad de esta enzima se sitúa entre 4.0-4.5, por lo cual 
puede ser detectada en las células mamíferas empleando el ensayo citoquímico de 
SA--Gal. Para llevarlo a cabo se emplea el sustrato sintético  X-Gal; como se ha 
mencionado anteriormente, Dimri y colaboradores establecieron que a pH 6 la 
actividad Sa--Gal es solamente expresada por las células senescentes y no se 
observa en las células pre-senescentes, quiescentes o terminalmente diferenciadas. 
Asimismo, se determinó que al pH óptimo de 4, todas las células exhibían una tinción 
fuerte, independientemente de la edad replicativa (Dimri et al., 1995).  
Una vez establecido que la SA--Gal podría considerarse un marcador de la 
presencia de células senescentes, se ha empleado tanto en vivo como in vitro. En 
1998, se demostró la presencia de SA--Gal en células HUVEC y en células de 





actividad SA--Gal en los cultivos que presentaban más alta densidad celular, un 
mayor estado de confluencia o un pase más alto (Van der Loo et al., 1998). 
Posteriormente, se demostró en HUVECs que el aumento de la actividad -Gal a pH 6 
detectado en las células senescentes era debido a un aumento en el nivel de esta 
enzima lisosomal, lo cual a su vez estaba relacionado con un incremento de la masa 
lisosomal en estas células (Kurz et al., 2000). 
Como se ha mencionado anteriormente, otra característica de las células 
senescentes es la alteración en la expresión de de p53, p16, p21 y p14. Las células 
senescentes también reprimen genes que codifican proteínas que estimulan o 
permiten la continuidad del ciclo celular, tales como las histonas dependientes de la 
replicación, c-Fos, ciclina A, ciclina B y el antígeno proliferante nuclear celular (PCNA) 
(Stein et al., 1991; Seshadri y Campisi, 1990; Pang y Chen, 1994). Estos genes se 
expresan cuando E2F, que es el factor de transcripción que los induce, es inactivado 
por Rb (Narita et al., 2003). En algunas células senescentes estos genes son 
silenciados por una reorganización de cromatina dependiente de Rb, lo cual se conoce 
como focos de heterocromatina asociados a senescencia (SAHF); esto ocurre cuando 
pRb  se une a proteínas de heterocromatina-1 (HP1), para promover la unión de HP1 a 
histonas H3 trimetiladas formando dichos agregados impidiendo la transcripción de los 
genes que promueven la proliferación (Narita et al., 2003). 
Las células senescentes pueden aumentar la secreción de más de 40 factores 
involucrados en procesos de señalización intracelular, como interleuquinas, 
quimiocinas, factores de crecimiento y proteasas, lo que produce una serie de efectos 
sobre el tejido local; a esta característica se la conoce como senescencia asociada al 
fenotipo secretor (Coppe et al., 2010). Este fenotipo se ha observado tanto in vivo 
como in vitro en varios tipos celulares humanos, como fibroblastos, células epiteliales, 
células endoteliales y astrocitos, entre otros (Freund et al., 2010; Salminen et al., 
2011). Estos factores se pueden dividir en: factores de señalización solubles 
(interleuquinas, quimiocinas y factores de crecimiento), proteasas secretadas  y 
componentes insolubles secretados (Davalos et al., 2010). 
 La principal función de SASP es mediar la detención de la proliferación celular 
causada por la senescencia, a través de la acción autocrina de las citoquinas 
proinflamatorias (como la IL-6 e IL-8), el factor de crecimiento tipo insulina-7 (IGFBP7), 
factores de crecimiento epitelial (como el VEGF), metaloproteinasas de la matriz 
(como la MMP-3) y PAI-1. Las proteasas secretadas llevan a cabo las siguientes 





moléculas de señalización y la conversión de proteínas asociadas de membrana a 
receptores de membrana solubles (Acosta et al., 2008; Wajapeyee et al., 2008; 
Kortlever et al., 2006; Kuilman et al., 2008). 
El término secretoma de mensajería de la senescencia (SMS) fue establecido 
para señalar que los factores del  fenotipo secretorio no solamente son esenciales 
para activar el estado senescente, sino también para el mantenimiento y comunicación 
de este estado al espacio circundante (Sabin y Anderson, 2011). Por lo tanto, SASP 
puede influir en la proliferación de las células adyacentes y en el tejido en conjunto. Es 
por ello que estos factores, en especial las citoquinas inflamatorias, pueden estimular 
una inflamación de bajo grado asociada enfermedades cardiovasculares y al proceso 
de  envejecimiento (Lin y Karin, 2007). La citoquinas proinflamatorias que se liberan en 
mayor medida son la IL-6 e IL-8, mientras que la IL-1y IL-1 son secretadas en 
niveles bajos (Lin y Karin, 2007). La secreción de IL-6 e IL-8 se ha demostrado que 
aumenta notablemente en respuesta a un daño persistente en el ADN provocada por 
lesiones irreparables y a la senescencia inducida por estés oncogénico en 
queratinocitos, melanocitos, monocitos, fibroblastos y células epiteliales humanas 
(Rodier et al., 2009; Kuilman et al., 2008). 
 
3.4.6 Patologías relacionadas con el fenotipo senescente en las células 
endoteliales. 
En este trabajo se estudiará el proceso senescente empleando células HUVEC, 
es por ello que a continuación se describirá la implicación del fenotipo senescente de 
las células endoteliales en patologías cardiovasculares (Fig. 10). 
En las  células progenitoras de endotelio (EPC), la Ang II acelera la 
senescencia a través del incremento del estrés oxidativo, lo cual se relaciona con una 
inactivación de la telomerasa y lleva a un deterioro de la proliferación celular (Imanishi 
et al., 2005). En las células endoteliales senescentes, se han detectado cambios en la 
expresión de genes que codifican proteínas asociadas con la funciones del 
citoesqueleto y la estructura celular, lo que afecta la motilidad de las  células que junto 
con la pérdida de proliferación conduce a una reducción de la capacidad angiogénica 
(Erusalimsky, 2008). 
Como se ha mencionado anteriormente, durante el procesos senescente las 
células endoteliales sobre-expresan proteínas que caracterizan el fenotipo 





1 ICAM-1 y PAI-1 (Erusalimsky, 2008).  Se ha demostrado que la expresión de PAI-
1 se incrementa en la senescencia replicativa y la inducida por estrés (Comi et al., 
1995). Por otra parte, en muestras de arteria coronaria se ha demostrado, mediante la 
tinción de SA--Gal, un aumento de células senescentes que coincide con las regiones 
ateroscleróticas del tejido procedentes de pacientes con enfermedad cardiaca 
isquémica; en este mismo estudio, se determinó que en las células endoteliales de 
arteria coronaria (HAEC), la expresión de  ICAM-1 se incrementa durante la 
senescencia inducida por disfunción telomérica, lo que finalmente favorece el progreso 
de las lesiones ateroscleróticas (Minamino et al., 2002).  
Las células endoteliales senescentes experimentan cambios en la expresión de 
proteínas asociadas al remodelado de la matriz extracelular, lo que produce una 
menor degradación de lipoproteínas y una reducción de la  metabolización de lípidos 
aterogénicos (Kamino et al., 2003; Vasile et al., 2001). La presencia de células 
endoteliales senescentes en una monocapa de células no senescentes altera la 
morfología de las uniones de las células jóvenes a su alrededor, incrementando la 
permeabilidad de la monocapa, lo que se asocia a un cambio en la distribución de las 
proteínas de unión relacionado con desórdenes patológicos (Krouwer et al., 2012).  
En células EPCs obtenidas de pacientes con enfermedad arterial coronaria 
(EAC), se ha demostrado un acortamiento de los telómeros y un aumento del daño en 
el ADN en comparación con aquellos que no padecían esta enfermedad (Satoh et al., 
2008). En contraste, las estatinas pueden retardar la senescencia prematura en EPCs 
a través de la estimulación de la inducción de TRF-2, generando un efecto protector en 
los telómeros (Spyridopoulos et al., 2004). En otro estudio, se ha demostrado en EPCs 
de pacientes con EAC que la combinación de un tratamiento con atorvastatina y una 
dieta baja en lípidos atenúa el daño en los telómeros (Satoh et al., 2009). 
Existen muchos factores que pueden contribuir al deterioro de las funciones 
endoteliales. El deterioro de la producción de NO y la inactivación de NO por el anión 
superóxido puede conducir a este estado. En relación a esto, se ha observado que las 
células endoteliales senescentes existe una baja  actividad de eNOS y por lo tanto una 
disminución el producción de NO (Minamino et al., 2002; Collins y Tzima, 2011). En 
contraste, en HAECs inmortalizadas por la introducción de  hTERT, se ha observado 
que aumenta la expresión de eNOS y de NO (Matsushita et al., 2001). Los niveles de 
prostaciclina, otro importante vasodilatador, se encuentran reducidos en cultivos de 
células endoteliales senescentes (Nakajima et al., 1997). Por otra parte, HUVECs 





como un incremento de la actividad SA--Gal y un aumento de las proteínas p53 y 
p14, lo que se previene mediante el tratamiento con un agente antioxidante (Chen et 
al., 2002b). 
En el  tejido adiposo se ha detectado un incremento de la actividad SA--Gal y 
de los niveles de expresión de p53 en función del incremento del IMC, así como en el 
tejido adiposo de pacientes diabéticos, lo que también se acompaña de una elevación 
de los niveles de p21, TNF- y MCP-1 (Minamino et al., 2009). Asimismo, en 
preadipocitos de humanos obesos se ha encontrado un incremento de la tinción SA--
Ga de al menos 30 veces más que en sujetos no obesos (Tchkonia et al., 2010). La 
sobre-expresión de p53 en adipocitos y macrófagos de tejido adiposo de ratones 
induce senescencia, aumento de la resistencia a insulina y liberación de citoquinas 
proinflamatorias, en tanto que una deleción de p53 previene estos efectos, lo que 
sugiere que p53 y el fenotipo secretor de las células senescente se pueden asociar a 
los efectos perjudiciales asociados a la obesidad y el síndrome metabólico (Minamino 
et al., 2009). Asimismo, en adipocitos expuestos a H2O2 se observa un aumento de los 
niveles de expresión de p53, TNF- y MCP-1, lo que asocia el efecto del estrés 
oxidativo sobre la inducción de senescencia descrita en la obesidad (Minamino et al., 
2009). 
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Fig. 10. El fenotipo senescente en las células endoteliales y su implicación 





































El SRA, compuesto por una serie de péptidos y enzimas, se identificó 
inicialmente como un regulador crucial de la presión arterial y el equilibrio 
hidroelectrolítico. Posteriormente, se hizo patente el papel central de la Ang II, principal 
efector del SRA, como regulador de la función vascular a través de otras acciones 
como la proliferación celular, la inflamación o la reparación de tejidos, entre otras. 
Además, la sobreactivación del SRA se ha asociado con el daño vascular en 
procesos ligados a la disfunción endotelial como pueden ser la aterosclerosis, la 
obesidad y la senescencia de las células vasculares. Se sabe también que, además de 
la propia Ang II, la actividad de otras moléculas inflamatorias como puede ser la 
citoquina IL-1, está también elevada en diversas situaciones fisiopatológicas 
asociadas al daño vascular. 
Por otra parte, en los últimos años, el papel del heptapéptido Ang-(1-7), 
generado en gran medida a partir de la propia Ang II, ha ido tomando una relevancia 
progresiva en cuanto es capaz de antagonizar diversas acciones vasculares y 
extravasculares de la Ang II. 
En este contexto, el objetivo general del presente trabajo es determinar la 
capacidad antiinflamatoria y antisenescente de la Ang-(1-7) en células vasculares 
humanas, estimuladas tanto con Ang II como con otros estímulos independientes del 
SRA tales como la citoquina inflamatoria IL-1, así como la participación del receptor 
Mas en las acciones de la Ang-(1-7). En último término, se trata de valorar las 
perspectivas que el eje Ang-(1-7)/receptor Mas puede presentar como diana 












Los objetivos desarrollados en este trabajo han sido:  
1.- Determinar  en células cultivadas de músculo liso de aorta humana (CMLAH) la 
acción de la Ang-(1-7) sobre los niveles y actividad de la enzima iNOS inducidos tanto 
por Ang II como por IL-1. 
2.- Identificar rutas de señalización intracelular por medio de las cuales la Ang-(1-7) 
podría ejercer su acción antiinflamatoria. De manera concreta, se estudiará la 
activación de la enzima NADPH oxidasa y del factor de transcripción NF-B. 
3.- Explorar, mediante el uso de antagonistas farmacológicos, el papel del receptor 
Mas como mediador de las acciones antiinflamatorias de la Ang-(1-7) en las CMLAH. 
4.- Determinar la capacidad antiinflamatoria del eje Ang-(1-7)/receptor Mas en células 
endoteliales de vena de cordón umbilical humano (HUVEC), utilizando como marcador 
de activación endotelial la expresión de moléculas de adhesión ICAM-1 y VCAM-1. 
5.- Estudiar la capacidad de la Ang II y la IL-1 para inducir senescencia y daño 
telomérico en HUVEC y determinar el potencial antisenescente de la Ang-(1-7), 
comparando su efecto sobre la senescencia endotelial con el de otras adipoquinas con 
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MATERIALES Y METODOS 
 
1. Declaración de ética. 
La investigación se ajusta a los principios establecidos en la declaración de 
Helsinki y las disposiciones legales españolas. Los experimentos con células 
musculares lisas de aorta humana (CMLAH) y de células endoteliales de vena de 
cordón umbilical (HUVEC) fueron revisados y aprobados por el  Comité de Ética e 
Investigación Clínica del Hospital Universitario de Getafe y de la Universidad 
Autónoma de Madrid. En el caso de la obtención de las CMLAH se obtuvo el 
consentimiento informado por escrito de los familiares del donante y en las HUVEC de 
las madres donantes (Lafuente et al., 2008; Azcutia et al., 2010). 
 
2. Obtención de células de músculo liso vascular humano.  
Los cultivos de CMLAH se obtuvieron por disociación enzimática a partir de 
fragmentos de aorta de cinco donantes de órganos con una media de edad de ± 35 
años (35 ± 5,6 años),  sin antecedentes de obesidad, diabetes, hipertensión arterial ni 
evidencia clínica de enfermedad cardiovascular. 
Antes de la extracción de las células, los fragmentos de aorta humana se 
limpiaron con una solución salina tamponada con fosfato (PBS) estéril para eliminar 
los restos de grasa y coágulos. También se eliminó la capa adventicia empleando 
unas tijeras y el endotelio realizando un raspado suave de la luz del vaso. Los 
fragmentos aórticos se cortaron minuciosamente con unas tijeras y se sometieron a 
una suave digestión enzimática mediante la incubación con colagenasa tipo II 
(2mg/ml) en medio de cultivo Eagle modificado por Dulbecco (DMEM), suplementado 
con 0,1% de seroalbúmina bovina (BSA), 2 mM de glutamina, 100 U/ml de penicilina 
100 g/ml de sulfato de estreptomicina y 2,5 g/ml de anfotericina B (medio DMEM-
0,1% BSA). Esta incubación se llevó a cabo a 37ºC durante un tiempo de 90 min y en 
una estufa húmeda con una atmósfera que contenía 95% de O2 y 5% de CO2. La 
suspensión de células se centrifugó a 1000 rpm durante 10 min y se eliminó el 
sobrenadante. El precipitado obtenido por centrifugación, se resuspendió y se lavó dos 
veces en DMEM-0,1% BSA. Después de la última centrifugación, el precipitado se 
resuspendió en DMEM suplementado con 10% de FCS (DMEM-10% FCS) y los 
antibióticos previamente mencionados. Las células se sembraron en frascos de cultivo 
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de 25 cm2 de superficie en medio de DMEM-10% FCS, y se conservaron en una estufa 
de cultivos a 37 ºC y con una atmósfera compuesta con un 5% de CO2. 
El medio DMEM-10% FCS del cultivo se renovó cada 48 h y al alcanzar la 
confluencia, las células se despegaron mediante tripsinización, empleando una 
solución de 0,02% de ácido etilendiamina-tetraacético (EDTA)-0,05% tripsina y se 
realizaron subcultivos en un ratio 1:2 (pases). En los experimentos llevados a cabo en 
este trabajo, se emplearon células que fueron privadas de suero (ayunadas) utilizando 
el medio DMEM-0,1% BSA durante 24 h antes de los diferentes tratamientos. Tras lo 
cual, se  aplicaron los tratamientos indicados para cada experimento en medio DMEM-
0,1% BSA renovado. Se utilizaron cultivos de CMLAH comprendidos entre los pases 7 
y 18. 
 
3. Obtención de células endoteliales de vena de cordón umbilical. 
Para cada cultivo de HUVEC se utilizaron 3 cordones umbilicales humanos 
procedentes del Hospital Universitario de Getafe. Así mismo, fueron excluidos para la 
realización de este estudio, los cordones de madres donantes con diabetes, obesidad, 
hipertensión o cualquier otro tipo de enfermedad cardiovascular. 
Después de ser obtenidos los cordones, estos se mantuvieron hasta su 
recepción en un frasco estéril con medio DMEM-0,1% BSA, 0,005% de heparina 
sódica, 2 mM de glutamina, 100 U/ml de penicilina, 100 μg/ml de estreptomicina  y 2,5 
μg/ml de anfotericina B. Una vez en el laboratorio, los cordones se introdujeron en 
frascos de plástico estériles de 50 ml que contenían PBS estéril, para eliminar los 
restos de sangre. La limpieza prosiguió con un lavado empleando una jeringuilla para 
introducir PBS en uno de los extremos de la vena del cordón umbilical. Este 
procedimiento se repitió hasta que no hubo salida de coágulos o sangre por el otro 
extremo de la vena. Posteriormente, se colocó una pinza cauterizante estéril en un 
extremo del cordón  que quedó cerrado y se introdujo por el otro extremo de la vena, 
empleando una jeringuilla, una solución estéril de colagenasa tipo II (2mg/ml) disuelta 
en PBS. Esta solución fue empleada con el fin de favorecer el desprendimiento de las 
células endoteliales adheridas en la vena del cordón.  Se pinzó el extremo libre del 
cordón y se dejó incubar con la solución antes descrita durante 18-20 min a 
temperatura ambiente (Fig. 11).  
Tras la incubación, se cortó uno de los extremos del cordón por encima de la 
pinza y se recogió en una placa la solución de colagenasa que contenía células 
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endoteliales y hematíes. Entonces, se procedió a cortar el otro extremo del cordón y a 
localizar de nuevo la luz de la vena del cordón e introducir por ella una jeringuilla para 
hacer pasar PBS a través de ella y recoger los restos de células que pudieran quedar 
en el cordón. La solución producto de esta limpieza se recolectó en la misma placa 
empleada anteriormente. Después de un par de lavados con PBS, el contenido de la 
placa se trasladó a un tubo estéril de 50 ml en el que previamente se habían colocado 
20 ml de DEMEM-10% FCS para neutralizar la acción de la colagenasa. El tubo se 
centrifugó durante 10 min a 1,000 r.p.m. Después se descartó el sobrenadante, y el 
precipitado se resuspendió de nuevo en DEMEM-10% FCS y se centrifugó de nuevo. 
Esta acción se repitió hasta al alcanzar un número de 3 centrifugaciones en total. 
Finalmente el precipitado se resuspendió en medio M199 con 20% de FCS, 25 g/ml 
de suplemento de crecimiento de células endoteliales (Endothelial Cell Growth 
Supplement, ECGS), 100 g/ml de heparina y las concentraciones de antibióticos y 
glutamina anteriormente mencionadas (medio M199-20% FCS). Las células se 
sembraron en un frasco de 75 cm2 de superficie, recubierto con una película de 
colágeno tipo I en una solución estéril de ácido acético 0,1 M al 0,03% (p/v) y 
permaneció en la estufa húmeda a 37 ºC en una atmósfera con 5% de CO2. 
                      
Fig. 11. Extracción de células endoteliales de vena de cordón umbilical humano. 
Imágenes de cordones umbilicales humanos durante los procedimientos de limpieza 
con PBS e incubación con colagenasa introducida en la vena umbilical llevados a cabo 
en el proceso de extracción de células endoteliales. 
 
El medio del cultivo se renovó cada 48 h con M199-20% FCS. Al alcanzar la 
confluencia, las células se despegaron por tripsinización empleando la solución de 
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tripsina al 0,05% y se sembraron en placas para la realización de los experimentos. 
Una vez confluentes los cultivos, el medio M199-20% FCS fue sustituido por el medio 
M199-10% FCS con el fin de reducir la cantidad de suero del mismo. Las células 
fueron tratadas de acuerdo a los experimentos planeados y durante el tipo indicado 
para cada uno de ellos. Para la realización de estos experimentos se utilizaron los 
pases del 1 al 4.  
4. Caracterización celular. 
Después de obtener los cultivos, se caracterizaron las CMLAH y las HUVEC 
por su aspecto morfológico y por técnicas de inmunofluorescencia indirecta (Dubey et 
al., 1992). En el caso de las CMLAH se utilizó un anticuerpo contra actina de 
músculo liso y para las HUVEC se empleó un anticuerpo contra Factor Von Willebrand 
o Factor VIII. A continuación se detalla la técnica de inmunofluorescencia indirecta.  
 
5. Inmunofluorescencia indirecta. 
Las CMLAH y HUVEC se cultivaron en cubreobjetos esterilizados de 12 mm de 
diámetro en placas de 24 pocillos (2,0 cm2). La caracterización celular mediante la 
observación de -actina e iNOS en CMLAH y la visualización del Factor VIII, la ICAM-
1 y la VCAM-1 en  HUVEC se realizaron de acuerdo a lo descrito anteriormente  (Peiró 
et al., 2003; Romacho et al., 2009; Azcutia et al., 2010), para lo cual fue empleada la 
técnica de inmunofluorescencia indirecta (Fig. 12). 
Una vez concluido el tiempo de tratamiento, se eliminaron los restos de medio 
en las células lavando suavemente con PBS. Las células se fijaron con 
paraformaldehído (PFA) al 4% durante 10 min a temperatura ambiente y después se 
lavaron 3 veces con PBS. Para evitar los sitios de unión inespecífica del anticuerpo, 
las células se bloquearon durante 1 h a temperatura ambiente y en agitación, con una 
solución de PBS que contenía 1% de BSA y 0,1% de Triton X-100 (solución de 
bloqueo); después se eliminó el bloqueo sin efectuar lavados con PBS.  
A continuación, las células se incubaron en la solución de bloqueo con los 
anticuerpos primarios correspondientes en las condiciones detalladas en la tabla 3: 
anticuerpo primario policlonal frente a iNOS, anticuerpos primarios monoclonales 
frente a -actina  Factor VIII, ICAM-1 (clon 6.5B5) y VCAM-1 (clon 1.G11B1). 
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Así mismo, se realizó un control negativo de la técnica para lo cual se reservó 
un pocillo de la placa en condiciones basales, en el que se renovó la solución de 
bloqueo en lugar de añadir el anticuerpo primario. Esto nos permitió determinar que la 
fluorescencia observada correspondía a la tinción específica provocada por el 
anticuerpo y no al fondo inespecífico derivado del fluorocromo acoplado al anticuerpo 
secundario. 
Pasado el tiempo de incubación, se realizaron 3 lavados con PBS para eliminar 
los restos de anticuerpo no adherido. Las células fueron incubadas con el anticuerpo 
secundario correspondiente (IgG) en la solución de bloqueo, en agitación suave y 
oscuridad siguiendo las condiciones especificadas en la tabla 4. El anticuerpo 
secundario se une a la fracción constante del anticuerpo primario y se encuentra 
acoplado  a un fluorocromo que emite fluorescencia a una longitud de onda 
determinada. Para la -actina se empleó un anticuerpo secundario unido al 
fluorocromo isocianato de fluoresceína (FITC) y para la iNOS, un anticuerpo 
secundario conjugado con Alexa Fluor 546. En el caso del Factor VII se utilizó un 
anticuerpo secundario acoplado al fluorocromo isotiocianato de tetrametil-rodamina 
(TRITC) que emite fluorescencia a una longitud de onda de 570 nm  y tanto para 
ICAM-1 como para VCAM-1 se utilizó el anticuerpo secundario unido al fluoróforo 
Alexa Fluor 488. A continuación se realizaron 2 lavados con PBS y un último lavado 
con agua para eliminar las sales del PBS.  
 
Fig. 12. Esquema del fundamento de la técnica de inmunofluorescencia 
indirecta. El anticuerpo primario se une al antígeno de interés, mientras que el 
secundario se encuentra marcado con un fluoróforo que reconoce al primerio y se une 
a él. 
 
Para visualizar los núcleos celulares, las preparaciones se incubaron con una 
solución de PBS que incluía 0,5 μM de 4,6-diamidino-2-fenilindol 2 HCl (DAPI),  un 
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colorante que tiene afinidad por el ADN y emite fluorescencia a una longitud de onda 
de 570 nm. Finalmente las preparaciones se montaron sobre un portaobjetos  
empleando el reactivo ProLong, un medio montaje acuoso rico en glicerol.  
Las preparaciones se observaron en un microscopio de epifluorescencia 
Eclipse TE300 (Nikon, Tokio, Japón) y las imágenes se captaron con una cámara 
SPOT 13.0 acoplada al microscopio, empleando un objetivo de 40x y un ocular de 10x. 
Para la captación y análisis de las imágenes se utilizó el programa informático Adobe 
Photoshop 5.0.2. Para cada tratamiento, las imágenes se captaron en las mismas 
condiciones de ganancia y tiempo de exposición.  
Anticuerpos
primarios
Dilución Especie Tiempo T (oC) Casa comercial





(Temecula, CA, Estados Unidos)











(Franklin Lakes, CA, Estados Unidos)





(Santa  Cruz, CA, Estados Unidos)





(Bedford, MA, Estados Unidos)
 
Tabla 3. Características de los anticuerpos primarios empleados y sus 




Dilución Especie Tiempo Casa comercial
Anti Ig‐G de raton‐FITC 1:200 Cabra 1 h Sigma Aldrich Chemical Co.
(St. Louis, MO, Estados Unidos) 
Anti Ig‐G de conejo‐Alexa
Flour 546
1:250 Cabra 1 h Molecular Probes-Invitrogen 
(Carlsbad, CA, Estados Unidos)
Anti Ig‐G de conejo‐TRITC 1:200 Cabra 1 h Sigma Aldrich Chemical Co.
(St. Louis, MO, Estados Unidos) 
Anti Ig‐G de ratón‐Alexa
Flour 488
1:250 Cabra 1 h Molecular Probes-Invitrogen 
(Carlsbad, CA, Estados Unidos)
 
Tabla 4. Características de los anticuerpos secundarios empleados y sus 
condiciones de incubación correspondientes. Todos los anticuerpos fueron 
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6. Microscopía confocal. 
La microscopía confocal es una técnica por medio de la cual, a partir de 
muestras con marcaje fluorescente se obtienen secciones ópticas muy finas éstas, 
empleando láseres, un conjunto de diafragmas especiales (pinhole) y un sistema 
electrónico de captación de imagen. Utilizando este sistema es posible reconocer 
estructuras en las que la luz emitida o reflejada por una muestra se concentra en un 
solo plano focal y se superpone a toda la luz que no procede de dicho plano, con lo 
cual, se consigue un enfoque en un único plano (confocal). Por lo tanto, se puede 
eliminar la interferencia producida por la luz que llega de los diferentes campos ópticos 
del grosor de la muestra que se observa, obteniendo imágenes digitales precisas del 
espécimen a observar. Las muestras empleadas para ser analizadas por microscopia 
confocal, se obtuvieron de acuerdo  a los procedimientos descritos anteriormente. 
Las imágenes se captaron empleando un microscopio confocal espectral (Leica 
TCS SP5, AOBS, Leica Microsystems, Heidelberg, Alemania) acoplado a un 
microscopio invertido con fuentes de láser de Diodo azul (405 nm), DPSS (561 nm), 
Argón (488 nm) y Helio-Neón (594, 633 nm). El sistema TCS SP de Leica  permite 
crear el plano único focal y una serie de planos (horizontales y verticales), además de 
un corte vertical o un barrido  xz, que proporciona un vista lateral de la muestra. Las 
imágenes se captaron por medio de una cámara de video digital Leica DFC 350 FX 
acoplada al microscopio y específica para la obtención de imágenes de fluorescencia 
(3.3 Mpíxeles; 12 bits de profundidad de escala de grises). Para cada preparación se 
tomaron imágenes en secciones de planos de 1 m con aceite de inmersión 
empleando un objetivo 63X/1.4-0.6 con coerción cromática (lambda blue).  
 
7. Western Blot. 
 
7.1 Extracción de las muestras. 
La isoforma inducible de la óxido nítrico sintasa  y la proteína p53 se 
cuantificaron mediante la técnica de western Blot. Tras los diferentes tratamientos, se 
realizó la extracción de proteínas para realizar el Western Blot, las células se lavaron 2 
veces con PBS frío y se rasparon con un rascador de plástico. Para este 
procedimiento se empleó por cada placa, 100 l de tampón de lisis constituido por 25 
mM de Tris pH 7,9, 0,5 mM de EDTA, 0,5 mM  de fenilmetilsulfonil floururo (PMSF), 
12,5 ug/ml de aprotinina y 10 mM de ortovanadato. Los lisados celulares obtenidos se 
dejaron reposar por 15 min en hielo y se centrifugaron a 13,000 r.p.m. durante 1 min a 
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4ºC. Posteriormente,  se  recogió el sobrenadante y se desechó el precipitado. La 
concentración de proteína presente en el sobrenandate se cuantificó por medio del 
método colorimétrico del ácido bicinconínico (BCA). Los extractos proteicos obtenidos 
se alicuotaron y las muestras se almacenaron a -20º C, hasta ser procesadas.   
 
7.2 Cuantificación de proteínas por el método de BCA. 
El BCA  es un método  colorimétrico para la determinación de la cantidad de 
proteínas, basado en la reducción proporcional a la cantidad de proteína de Cu2+ a Cu+ 
en medio alcalino (reacción de Biuret). Posteriormente  el ácido bicinconínico forma un 
complejo color púrpura con los iones Cu+ en el medio alcalino, cuya absorbancia 
puede ser determinada a una longitud de onda de 540 nm. Para tal determinación, por 
cada muestra se colocaron en una placa de 96 pocillos (0,32 cm2), 5 l del extracto 
proteico y 5 l de agua. Para realizar la curva patrón con BSA, se añadieron  5 l de 
tampón de lisis y 5 l de concentraciones crecientes de BSA (0-2 mg/ml) en cada 
pocillo. A continuación se añadieron a cada pocillo 200 l de un reactivo comercial 
compuesto pos dos soluciones, ambas fueron mezcladas previamente en un 
abrevadero. La placa se dejó incubar en la estufa a 37ºC  y protegida de la luz durante 
30 min. Transcurrido este tiempo, se realizó la lectura de la placa a una longitud de 
onda de 540 nm en un lector de placas ELX800 (BIO-TEK Instruments, Winooski, VT, 
Estados Unidos). 
 
7.3 Electroforesis y transferencia de proteínas. 
Los extractos de proteínas (15-20μg) se disolvieron en una proporción 3:1, en 
un tampón de Laemmli compuesto por  125 mM de Tris,  2% de dodecilsulfonato 
sódico (SDS), 5% de glicerol, 1% de -mercaptoetanol y 0,025% de azul de 
bromofenol. Enseguida, las muestras se hirvieron durante 5 min a 100º C. En base a la 
cuantificación de proteína se calculó la cantidad de volumen necesaria para tener 15-
20 g de proteína en cada carril del gel. Las proteínas se separon por electroforesis en 
geles de poliacrilamida al 8% en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE) a una 
corriente constante de 90-120 V durante 1-2 h. Después de ser separadas las 
proteínas se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa de 0,45 μm de diámetro de 
poro durante 3 h a 350 mA constantes. 
 
7.4 Incubación de anticuerpos 
Una vez realizada la transferencia, se extrajo la membrana de nitrocelulosa y 
se bloquearon las uniones inespecíficas de los anticuerpos empleando una solución 
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de tampón salino de Tris y Tween (TBS-T; 0,1M de cloruro de sodio (NaCl), 0,01 M de 
Tris pH 7,5 y Tween 20 al 0,01%) con leche en polvo desnatada al 2,5% o 5%, durante 
toda la noche a 4ºC (en el caso de la expresión de -tubulina) o 30 min a temperatura 
ambiente (en el caso de la expresión de iNOS). A continuación se determinaron los 
niveles de la expresión de iNOS, empleando los respectivos anticuerpos primarios 
incubados en TBS-T en las condiciones especificadas en la tabla 5. Al día siguiente, 
se realizaron 3 lavados sucesivos de 5 min cada uno, con una solución de tampón 
salino de TBS-T. La membrana se incubó con el anticuerpo secundario adecuado 
unido a peroxidasa de rábano (HRP)  (tabla 6). Al cabo de este tiempo, se efectuaron 




Dilución Especie Tiempo T (oC) Casa comercial
iNOS 1: 1000 Conejo 12 h 4oC BD Transduction Laboratories
(Franklin Lakes, CA, Estados Unidos)
α‐tubulina 1: 10 000 Ratón 1 h 23 oC Sigma Aldrich Chemical Co.
(St. Louis, MO, Estados Unidos) 
 
Tabla 5. Características de los anticuerpos primarios empleados y sus 




Dilución Especie Tiempo Casa comercial
Anti-ratón 1:10 000 Cabra 45 min Millipore Corporation
(Bedford, MA, Estados Unidos)
Anti-conejo 1:10 000 Cabra 1 h Bio-Rad
(Hércules, CA, Estados Unidos). 
 
Tabla 6. Características de los anticuerpos secundarios empleados y sus 
condiciones de incubación correspondientes. Todos los anticuerpos fueron 
incubados a temperatura ambiente. 
 
7.5 Revelado de la membrana 
Las bandas inmunoreactivas se detectaron incubando la membrana durante 2 
min a temperatura ambiente, con una mezcla de reactivos obtenidos de un kit 
comercial de quimioluminiscencia por luminol (Luminata™ Forte), produciéndose la 
emisión de luz por oxidación de la peroxidasa. Se eliminó el exceso de solución a la 
membrana, se envolvió en un plástico tipo film y se expuso en el analizador de imagen 
(Chemidoc™  XRS System, Bio-Rad, Hercules, California, Estados Unidos) durante el 
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tiempo necesario para obtener la señal del anticuerpo buscado. El análisis de la 
intensidad de las bandas se realizó empleando el programa informático de libre 
acceso NIH Image J 1.44p (http://rsb.info.nih.gov/nih-image/). 
La expresión de -tubulina se empleó como control de carga, para lo cual la 
membrana fue incubada con una solución restauradora durante 20 min. 
Posteriormente, se realizaron 3 lavados con la solución de TBS-T y se bloqueó la 
membrana durante 1 h con una solución con 5% de leche. Para la determinación de la 
-tubulina la membrana se incubó con el anticuerpo primario monoclonal frente a  -
tubulina de acuerdo a lo establecido en la tabla 5. Tras la incubación se realizaron 3 
lavados de 5 min cada uno con el tampón de TBS-T. La membrana se incubó con el 
anticuerpo secundario correspondiente acoplado a HRP (tabla 6). Se realizaron 3 
lavados sucesivos durante 5 min con la solución de TBS-T y las bandas se detectaron 
empleando el kit comercial de quimioluminiscencia previamente especificado. 
 
8. Cuantificación de nitritos en el sobrenadante celular. 
La cantidad de nitritos de los sobrenadantes celulares fue determinada 
mediante el método de Griess, empleado como una medida indirecta de la cantidad de 
óxido nítrico, de acuerdo a lo descrito previamente (Green y et al., 1982; Lafuente et 
al., 2008). Las CMLAH  se sembraron en placas de 24 pocillos (2,0 cm2).  Al alcanzar 
la confluencia se ayunaron durante 24 h con DMEM-0,1% de BSA y se incubaron 
durante 18 h con los tratamientos correspondientes Cada tratamiento fue realizado por 
triplicado.  
Posteriormente, se recogieron 250 l de sobrenadante celular de cada pocillo y 
se transfirieron por duplicado a una placa de 96 pocillos (0,32 cm2) sobre la cual se 
efectuó el ensayo. Los pocillos de la placa fueron lavados 3 veces con PBS y se les 
añadió 500 l de hidróxido de sodio (NaOH) 0,2 M para posteriormente cuantificar la 
cantidad de proteína de cada pocillo por el método de Bradford (Bradford, 1976), 
utilizando el reactivo comercial  correspondiente. 
El método  de Griess se basa en añadir al sobrenadante celular una solución 
de sulfanilamida al 1%, la cual reacciona de manera equimolar con los nitritos a pH 
ácido, originando la formación de una sal de diazonio que al reaccionar con la amina 
aromática, N-(1-Naftil) etilendiamina, (NEDA) al 0,1%, da lugar a un compuesto azoico 
de color rosado que absorbe a 540 nm tal y como se describe en la Fig. 13.  Los 
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reactivos de Griess fueron estables durante 2 meses a 4ºC, protegidos de la luz; y se 
mezclaron inmediatamente antes de realizar la reacción colorimétrica. A cada pocillo 
de la placa se le añadieron 200 l de la mezcla del reactivo de Griess y posteriormente 
se incubó la placa sin luz durante 10 min a temperatura ambiente. Los productos de la 
reacción fueron determinados midiendo la absorbancia en un lector de placas ELX800 
(BIO-TEK Instruments, Winooski, VT, Estados Unidos)  a  540 nm, durante la primera 
media hora tras haber añadido los reactivos de Griess. 
Así mismo, en cada experimento fue realizada una curva patrón empleando 
concentraciones conocidas de 0 a 30 M de nitrito sódico (NaNO2), con lo cual se 
estableció una relación entre la absorbancia y la concentración de nitritos. Los datos 










Fig. 13. Esquema de las reacciones del fundamento del método de Griess. La 
reacción de Griess se basa en la formación de un cromóforo por la reacción de 




9. Determinación de la actividad de la NADPH oxidasa. 
La actividad de la NADPH-oxidasa se determinó en CMLAH sometidas a 
distintos tratamientos, a través del método de quimiolumiscencia por lucigenina. Como 
se observa en la Fig. 14, este método se fundamenta en la formación de un catión de 
lucigenina por acción de un agente reductor del propio sistema biológico, a partir del 
cual se forma el dioxenato de lucigenina por acción del O2.- producto de la enzima 
NADPH-oxidasa; posteriormente para estabilizar la lucigenina, el dioxenato cede su 
energía en forma de ondas electromagnéticas que pueden ser detectadas a través de 
un luminómetro.  
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Las células se sembraron en placas de 6 pocillos (9,6 cm2), al alcanzar la 
confluencia se ayunaron durante 24 h con DMEM-0,1% de BSA  y se incubaron 
durante 18 h con los tratamientos correspondientes. Cada tratamiento fue realizado 
por triplicado. Al finalizar el tiempo de tratamiento, se extrajeron los lisados de 
proteínas, para lo cual las células se lavaron 2 veces con PBS y se rasparon con un 
rascador de plástico utilizando 600 l de PBS en hielo.  Los lisados celulares 
obtenidos se incubaron durante 15 min en hielo y se centrifugaron a 13,000 r.p.m. 
durante 1 min a 4ºC. Posteriormente  se  recogió el sobrenadante y se desechó el 
precipitado. Enseguida se añadió a cada muestra 100 l de tampón de 
homogenización compuesto por 50 mM de fosfato de potasio (KH2PO4), 1 mM de 
ácido etilenglicoltetraácetico (EGTA) y 150 mM sacarosa a un pH de 7.  Cada muestra 
fue homogenizada durante 5 minutos en hielo empleando un micromortero de 
microtubos. 
La cantidad de proteína se cuantificó por medio del método de BCA, descrito 
previamente en el apartado 6.2.  Las muestras obtenidas se almacenaron a -80º C 
hasta ser procesadas. Una vez determinada la cantidad de proteína en cada muestra, 
se efectuaron los cálculos para obtener 5 g de proteína. A continuación se preparó 
una mezcla compuesta por PBS sin calcio ni magnesio, 5 M de N,N´-dimetil-9,9´-
dinitrato de biacridinio (lucigenina) y 100 M de -nicotinamida adenina dinucleótido 
fosfato (NADPH). Previamente a la realización del experimento la solución se calentó 
a 37º C. Posteriormente, se transfirió a un tubo de plástico 290 l de la mezcla 
previamente descrita y 10 l de lisado que contenía 5 g de proteína.  Finalmente se 
tomaron medidas en un luminómetro (Optocomp IB Bacterial Systems, GEM 
Biomedical Inc, Hamdem, CT, Estados Unidos) cada 10 s durante 5 min.  
Las primeras 5 mediciones se descartaron para permitir la estabilización de las 
lecturas y a partir de la sexta medición se calculó un promedio de todas las medidas 
obtenidas. Los datos se expresaron como las unidades de luz relativas (URL) por g 
de proteína presente en cada muestra sometida a los diferentes tratamientos.   

















Fig. 14. Ilustración esquemática de las reacciones que dan lugar a la producción 
de quimioluminiscencia por lucigenina. La lucigenina primero es reducida, 
usualmente por el mismo sistema biológico. El anión superóxido O2.- reacciona con la 
lucigenina reducida para generar un fotón (hv). 
  
10. Ensayo de retardo en gel (EMSA). 
El ensayo de retardo en gel fue empleado para medir la actividad de factor de 
transcripción NF-B. Es un método en el cual una sonda purificada de ADN específico 
para la secuencia de interés es marcada radiactivamente y se incuba con una muestra 
de extractos nucleares para formar un complejo proteína-ADN estable, lo que 
ocasiona un cambio en la movilidad electroforética del ADN; existiendo un retardo de 
los complejos en relación con el ADN libre (Fig. 15). 
 
Las CMLAH se cultivaron en placas de 60 mm de diámetro y fueron ayunadas 
con medio DMEM 0,1% BSA e incubadas durante 18 h con los tratamientos 
correspondientes. Las placas se lavaron 2 veces con PBS frío y se les añadió 200 l 
de tampón de lisis A frío que contenía 10 mM de HEPES pH 7,9, 10 mM cloruro de 
potasio (KCl), 0,1 mM de EDTA, 0,1 mM EGTA, 1 mM dithiotreitol (DTT) y 0,5 mM 
PMSF para, posteriormente, ser rascadas. La suspensión obtenida se dejó reposar en 
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hielo durante 15 min y después se agregaron 12,5 l de etilfenol polietilenglicol éter 
(Nonidet P-40) al 10% y la muestra se agitó  en el vortex durante 10 s. Posteriormente 
se centrifugó la suspensión celular a 13,000 r.p.m. durante 30 s y se desechó el 
sobrenadante que contenía el extracto citoplasmático y el ARN. El precipitado 
resultante se resuspendió en 50 l de tampón C frío, constituido por 20 mM de HEPES 
pH 7,9, 400 mM de NaCl, 1 mM de EDTA, 1 mM de EGTA, 1 mM de DTT y 1 mM de 
PMSF y después fue agitado durante 15 min a 4ºC. De nuevo se centrifugó durante 5 
min a 13,000 r.p.m. y se recogió el sobrenadante que contenía el extracto nuclear, el 
cual se almacenó a -80ºC hasta ser procesado. La cantidad de proteína presente en el 
extracto nuclear fue determinado mediante el método colorimétrico BCA, según lo 













Fig. 15. Diagrama de la técnica de ensayo de retardo en gel (EMSA). Un fragmento 
de ADN de doble  cadena marcado radiactivamente y específico para la secuencia de 
interés (NF-B) se incuba con un extracto nuclear de proteínas. El complejo resultante 
se separa de la sonda marcada libre de ADN mediante una electroforesis en gel de 
poliacrilamida. La proteína retarda la movilidad de los fragmentos de ADN a los cuales 
está unida, por lo cual el ADN libre migrará más rápido a través del gel, en 
comparación con el complejo ADN-proteína. 
 
De acuerdo al protocolo descrito (Romacho et al., 2009) se llevó a cabo el 
marcaje del oligonucleótido comercial que codifica para la secuencia consenso de NF-
B (5'- AGTTGAGGGGACTTTCCCAGGC-3') en el extremo 5’ con [γ32P]ATP, 
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empleando la polinucleótido quinasa T4.  A continuación, se purificó la sonda con 
columnas illustraMicroSpinTM G-25 y se midió la emisión tipo - de la actividad de la 
sonda marcada en un contador de centelleo TriCarb 2800TR (Perkin Elmer, 
Whaltham, MA, Estados Unidos).  
La reacción de unión del factor de transcripción al ADN se realizó incubando 
durante 15 min los extractos nucleares (5g) en un tampón que contenía 0,40 mM de 
HEPES pH 7, 140 mM de NaCl, 5 mM de DTT, 10 g/ml de BSA, Nonidet p-40 al 
0,01%, Ficoll al 4% y 0,05 g/ml de poli(dl-dC)-poli(dl-dC). Después se añadió el 
oligonucléotido marcado (50,000 cpm) y la mezcla se incubó durante 20 min a 
temperatura ambiente. En algunos casos a la reacción de unión se le añadió un 
exceso (100X) de oligonucléotidos de doble cadena no marcados (sonda fría), con el 
fin de verificar la especificidad de la unión del oligonucléotido marcado al NF-B. 
Los complejos proteína-ADN estables se separaron en un gel de poliacrilamida 
no desnaturalizante al 4% en tampón de TBE 0,5% (45 mM de Tris-borato y 0,1 mM 
de EDTA a pH 8) a 80 V durante 1 h y a  4 ºC. Los geles se secaron y se expusieron 
con películas para autorradiografía (X-Ray Film AX) a -80ºC. Las bandas obtenidas 
fueron cuantificadas empleando el programa programa informático de libre acceso NIH 
Image J 1.44p (http://rsb.info.nih.gov/nih-image/). 
 
11. Citometría de Flujo. 
La técnica de citometría de flujo se basa en hacer pasar células u otras 
partículas en suspensión alineadas y de una por una  por delante de un haz luminoso, 
dando como resultado dos tipos de informaciones; la producida por la dispersión de 
luz y la relacionada con la emisión de luz ocasionada por los fluorocromos presentes 
en la célula al ser excitada por el rayo luminoso. Estas señales son detectadas y 
pueden ser procesadas a través de un ordenador. Por medio de este procedimiento  
esquematizado en la Fig. 16 se determinó la expresión de las moléculas de adhesión 
ICAM-1 y VCAM-1. 
Este procedimiento fue llevado a cabo de acuerdo a lo descrito previamente 
(Azcutia et al., 2010. Las células se lavaron 2 veces con PBS y se despegaron con 
una solución de tripsina al 0,05%. Nuevamente fueron lavadas con PBS y 
centrifugadas durante 5 min a 3,000 r.p.m., el sobrenandante fue desechado y el 
precipitado fijado con PFA al 2% durante 15 min a temperatura ambiente. Las 
Materiales y Métodos 
90 
 
suspensiones celulares fueron centrifugadas durante 3 min a 3,000 r.p.m. y se 
conservó el precipitado de cada una de ellas.  Los precipitados se incubaron con una 
solución de bloqueo compuesta por PBS con 3% de BSA durante 30 min con el 
propósito de bloquear la unión de anticuerpos a sitios inespecíficos. Posteriormente, 
las soluciones se dividieron en dos alícuotas y se centrifugaron 3 min a 3,000 r.p.m. 
Los precipitados obtenidos se incubaron en una solución de PBS con 0,5% de BSA 
por un lado con el anticuerpo monoclonal frente a ICAM-1 (clon 6.5B5) y por otro lado 
con el anticuerpo monoclonal frente a VCAM-1 (clon IE5), en las condiciones indicadas 
en la tabla 7.  Transcurrido este tiempo, se centrifugaron durante 3 min a 6,000 r.p.m. 
y se descartó el sobrenadante. Posteriormente los precipitados se incubaron en 
oscuridad con el anticuerpo secundario unido al fluoróforo Alexa Fluor 488 de acuerdo 
a lo establecido en la tabla 8. Finalmente, las muestras se centrifugaron durante 3 min 














Fig. 16. Diagrama del fundamento de la técnica de citometría de flujo. Las células 
en suspensión a las que se le han añadido anticuerpos pasan alineadas a través de un 
tubo muy fino delante de un haz de láser. El impacto de las células con el láser es 
captado por detectores que miden la dispersión de la luz y la fluorescencia de la 
suspensión celular. Finalmente estas señales son digitalizadas para poder ser 
cuantificadas. 
 
Las suspensiones celulares se conservaron en oscuridad  a 4ºC hasta ser 
analizadas en el citómetro de flujo FACScan (BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ, 
Estados Unidos). Antes del ensayo, se ajustaron los parámetros relacionados con la 
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población celular, tales como el tamaño y su complejidad. Enseguida las muestras 
pasaron por el haz de luz y se midió la intensidad de la fluorescencia excitando el 
fluoróforo del anticuerpo secundario a 488 nm y se recogió la luz emitida a 519 nm; 
todo esto mediante el uso del programa informático Cell Quest BD Biosciences, 




Dilución Especie Casa comercial
ICAM-1 1:500 Ratón Santa Cruz Biotechnology
(Santa  Cruz, CA, Estados Unidos)
VCAM-1 1:300 Ratón Millipore Corporation
(Bedford, MA, Estados Unidos)
 Tabla 7. Características de los anticuerpos primarios empleados y sus 
condiciones de incubación correspondientes. Todos los anticuerpos fueron 




Dilución Especie Tiempo Casa comercial
Anti Ig‐G de ratón‐Alexa
Flour 488
1:750 Cabra 30 min Molecular Probes-Invitrogen 
(Carlsbad, CA, Estados Unidos)
 
Tabla 8. Características de los anticuerpos primarios empleados y sus 
condiciones de incubación correspondientes. Todos los anticuerpos fueron 
incubados a temperatura ambiente. 
 
12. Determinación de la actividad SA--Galactosidasa (SA--Gal). 
La determinación de la senescencia se llevó a cabo en las HUVEC  empleando 
la tinción de SA-Gal. Es conocido, que en las células que han entrado en 
senescencia la enzima SA-Gal se eleva considerablemente. Como se detalla en la 
Fig. 17, esta enzima reacciona con el sustrato cromogénico y sintético 5-bromo-4-
cloro-3-indolil-β-D-galactopiranósido (X-gal) a pH 6 (Dimitri et al., 1995). En esta 
reacción el X-gal es hidrolizado por la SA-Gal en galactosa y 5-bromo-4-cloro-3-
hidroxindol, el cual es oxidado a 5,5'-dibromo-4,4'-dicloro-índigo, que es un compuesto 
de color azul. Por lo tanto, las células senescentes presentarán esta coloración.  
Las células fueron tratadas durante 24 h en un estado semiconfluente, debido a 
que  la confluencia podría causar la inducción de senescencia. Enseguida se realizó la 
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tinción mediante un kit comercial para la detección de SA-Gal. Primero se realizaron 
2 lavados con PBS y  se incubaron las células durante 7 min con una solución de 
fijación (dilución  1:10) que contenía formaldehído al 20%, glutaraldehído al 2%, 70,4 
mM de fosfato de sodio (Na2HPO4), 14,7 mM de KH2PO4, 1,37 M de NaCl y 26,8 mM 
de KCl. Transcurrido este tiempo, las células fueron lavadas 3 veces con PBS. A 
continuación, se les añadió la mezcla de reacción que se encuentra a pH 6 y está 
compuesta por 5 mM de ferricianida de potasio (K3[Fe(CN)6]), 5 mM de ferrocianida de 
potasio (K4[Fe(CN)6]•3H2O), 1 mg/ml de X-gal y solución de tinción. Las placas fueron 
incubadas en una estufa sin CO2 a 37ºC  durante un periodo entre 12 y 16 h. 
Finalmente las preparaciones fueron lavadas 3 veces con PBS, para eliminar cualquier 
resto de la tinción y conservadas en glicerol al 70%.   
La tinción se visualizó empleando un microscopio óptico (Nikon TMS-F, Tokio, 
Japón) Para cada tratamiento, se contabilizaron aleatoriamente 800 células en 
diferentes campos y se identificó el número de células azules presentes. La proporción 
de células positivas a la tinción se determinó como el número de células azules 
presentes en el total de células contadas. Como control positivo de esta tinción se 
empleó el peróxido de hidrógeno (H2O2), a una concentración de 75 o 50 mM, el cual 
es conocido como un potente inductor de senescencia por estrés oxidativo cuyo daño 
es irreversible a concentraciones muy elevadas (Berlett y Stadman, 1997). 
 
Fig. 17. Esquema de las reacciones que fundamentan la tinción de SA-Gal para 
la visualización de senescencia. El compuesto X-Gal es hidrolizado por la enzima -
galactosidasa, produciéndose galactosa y 5-bromo-4-cloro-3-hidroxindol; el cual es 
oxidado a 5.5´-dibromo-4,4´dicloro-índigo, que es un compuesto de color azul.  
 
13. Detección del daño telomérico. 
Los puntos de daño en el ADN y la disfunción telomérica inducida (TIFs) se 
examinaron por una doble inmunofluorescencia. Todas las etapas involucradas en la 
realización de este experimento se llevaron a cabo a temperatura ambiente, las 
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diluciones y condiciones de incubación de los anticuerpos primarios y secundarios se 
resumen en la tabla 9 y 10 respectivamente. 
Como se ha descrito previamente (Herbing et al., 2004; Cardus y Uryga et al., 
2012), las células fueron lavadas 3 veces con PBS y fijadas durante 10 min con 4% de 
PFA en PBS. Se realizaron 2 lavados con PBS y se procedió a permeabilizar las 
células con 0.25% de Triton X-100 en PBS por 10 min. Una vez mas, se efectuaron 2 
lavados con PBS y las células fueron bloqueadas con una solución compuesta por  1% 
de BSA en PBS y 0,1% de Tween 20 (solución de bloqueo) durante 1 h.  
Las preparaciones se incubaron con un anticuerpo monoclonal frente al factor 1 
de unión a las repeticiones teloméricas (TRF-1, clon TRF-78) diluido en la solución de 
bloqueo previamente descrita (tabla 9). Tras lavar 3 veces con PBS y 0,1% de Tween 
20 (PBS-0,1%Tween 20), las preparaciones se  incubaron en solución de bloqueo con 
el anticuerpo secundario conjugado Alexa Fluor 488 en oscuridad (tabla 10). El 
anticuerpo frente a TRF-1 se emplea para detectar los telómeros debido a que la 
proteína TRF-1 se encuentra unida constitutivamente a las repeticiones TTAGGG del 
telómero, actuando como un regulador negativo de la longitud del mismo (Fig. 18) 
(Van Steensel y De Lange, 1997). 
Posteriormente se realizaron 8 lavados durante 5 min con PBS-0,1% Tween 20 
y se realizó de nuevo una fijación con 4% de PFA en PBS durante 15 min. A 
continuación se lavaron los cubreobjetos 2 veces con PBS. Con la finalidad de 
inactivar la acción del PFA, se incubaron las células durante 15 min con 25 mM de 
glicina en PBS.  
Para detectar el daño telomérico se utilizó un anticuerpo policlonal frente a un 
fosfopéptido que se une a los residuos de Ser139 que rodean a la histona humana 
H2A.X, con el cual las preparaciones fueron incubadas  en oscuridad y en una cámara 
humificada (tabla 9). Este anticuerpo fue empleado porque la H2A.X es una histona 
que se fosforila en el residuo Ser 139 (H2AX) cuando existe un daño en el ADN, tras 
lo cual desencadena la respuesta de reclutamiento de proteínas para que el ADN 
dañado sea reparado reparación (Fig. 18) (D’Adda di Fagagna et al., 2003; Von 
Zglinicki et al., 2005). 
Transcurrido este tiempo, se realizaron 5 lavados con PBS-0,1% Tween 20 
durante 5 min. Después, las preparaciones se incubaron en la oscuridad y en una 
cámara húmeda, con el anticuerpo secundario conjugado Alexa Fluor 594 (tabla 10). 
Después se realizaron 8 lavados durante 5 min con PBS-0,1% Tween 20 y 1 vez con 
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PBS. El núcleo fue contrateñido con DAPI 150 mM durante 5 min. Se efectuaron 4 
lavados con PBS y finalmente, los cubreobjetos se montaron empleando ProLong. 
 











Fig. 18. Esquema del fundamento de la detección de daño telomérico. La proteína 
TRF-1 se encuentra unida a las repeticiones TTAGGG del telómero. La H2A.X es una 
histona que se fosforila en el residuo Ser 139 (H2AX) cuando existe un daño en el 
ADN. Los TIFs se detectan cuando colocalizan los anticuerpos que reconocen a 
ambas proteínas.  
 
Para visualizar las muestras se utilizó un microscopio confocal (Nikon Eclipse 
80i, Tokio, Japón) empleando un objetivo de inmersión Nikon S Flour 40x/1.3NA y un 
filtro fluorescente apropiado para  DAPI, fluoresceína y rojo Texas (UV-2E/C, B-2E/C y 
G-2E/C, respectivamente). Se realizaron 40-50 capas (Z-stacks) de cada imagen con 
intervalos de espesor de 0,2 mm empleando una cámara digital acoplada al 
microscopio (Hamamatsu Orca 285, Hamamatsu, Japón) y las imágenes se analizaron 
con el soporte informático Volocity 3D versión 5,5  (Perkin Elmers Inc., Massachusetts, 
MA, Estados Unidos). Las imágenes de alta resolución obtenidas se restauraron 
utilizando el módulo de restauración del soporte informático Volocity. Para determinar 
los puntos de colocalización en las 3 dimensiones, las capas de la imagen fueron 
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convertidas a voxels (pixeles de volumen) y fueron analizadas empleado el módulo de 
colocalización del soporte informático. El porcentaje de fluorescencia roja, verde y la 
colocalización fue expresado como voxels por células. Los puntos de disfunción 
telomérica inducida fueron expresados de la misma manera y se consideraron 
positivos cuando las células tenían  sitios de colocalización. Para llevar a cabo estas 
cuantificaciones se analizaron al menos 250 núcleos de 10 imágenes de campos 
seleccionados aleatoriamente para cada tratamiento. 
Anticuerpos
primarios
Dilución Especie Tiempo Casa comercial




1:100 Conejo 1 h Cell signaling
(Beverly, MA, Estados Unidos)
 
Tabla 9. Características de los anticuerpos primarios empleados y sus 
condiciones de incubación correspondientes. Todos los anticuerpos fueron 




Dilución Especie Tiempo Casa comercial
Anti Ig‐G de conejo‐Alexa
Flour 594
1:250 Cabra 1 h Molecular Probes-Invitrogen 
(Carlsbad, CA, Estados Unidos)
Anti Ig‐G de ratón‐Alexa
Flour 488
1:50 000 Cabra 1 h Molecular Probes-Invitrogen 
(Carlsbad, CA, Estados Unidos)
 
Tabla 10. Características de los anticuerpos primarios empleados y sus 
condiciones de incubación correspondientes. Todos los anticuerpos fueron 
incubados a temperatura ambiente. 
 
14. Materiales.  
Los medios de cultivo M199 y DMEM, el FCS y la tripsina empleados se 
obtuvieron de Biological Industries (Beit-Haemek, Israel), la penicilina de Penilevel 
laboratorios ERN S.A (Barcelona, España), el sulfato de estreptomicina de Reig-Jofré 
(Barcelona, España) y la  heparina sódica de Chiesi S.A  (Barcelona, España). Los 
materiales de plástico estériles para el cultivo de células fueron adquiridos a Techno 
Plastic Products AG (TTP, Trasadingen, Suiza), los micromorteros de microtubos a 
Labbox (Bacerlona, España), los cubreobjetos y portaobjetos a Menzel-Glaser 
(Braunschweig, Alemania). El glicerol, NaCl, KH2PO4, la sacarosa, el ácido acético y 
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fosfórico,  fueron proporcionados por Panreac Quimica (Barcelona, España). De Merck 
se utilizaron el PFA, el KCl, NaOH y el aceite de inmersión (Darmstadt, Alemania). 
Las membranas de nitrocelulosa fueron adquiridas a Whatman (Kent, Reino 
Unido), las películas fotográficas X-Ray Film AX a Konica Monolta Holdings Inc. 
(Madrid, España) y el kit de BCA a Pierce (Rockford, IL, USA). Las columnas 
illustraMicroSpinTM G-25  y el poli(dl-dC)-poli(dl-dC) fueron conseguidos en GE 
Healthcare (Piscataway, NJ, Estados Unidos). El Nonidet P-40 fue obtenido en Roche 
Diagnostics (Mannheim, Alemania) y la leche desnatada Sveltesse en Nestle (Vevey, 
Suiza). El oligonucleótido comercial para NF-B se adquirió en Sigma-Genosys 
(Cambridge, Reino Unido) y la  polinucleótido quinasa T4 en Promega (Madison, WI, 
Estados Unidos). La solución restaurandora (Re-Blot Plus Mild Solution) y la 
Luminata™ Forte, fueron suministrados por Millipore Corporation (Bedford, MA, 
Estados Unidos). De Bio Rad se empleó el reactivo Bio Rad Protein Assay (Hércules, 
CA, Estados Unidos). El DAPI y el ProLong fueron proporcionados por Molecular 
Probes-Invitrogen (Carlsbad, CA, Estados Unidos). 
La IL-1y la visfatina fueron suministradas por PeproTech (Londres, Reino 
Unido). El inhibidor  de la Nampt (E)-N-[4-(1-benzoilpiperidina-4-il) butil]-3-(piridin-3-il) 
acrilamida, APO866, fue cedido por Topotarget (Lausana, Suiza). Mientras que los 
inhibidores del receptor Mas, D-Ala7-Ang-(1-7) (A779) y D-Pro7-Ang-(1-7) (D-Pro) se 
consiguieron en BACHEM (Bubendorf, Suiza). En tanto que los siguientes reactivos 
fueron adquiridos a Sigma Aldrich Chemical Co. (St. Louis, MO, Estados Unidos): 
Angiotensina II (Ang II),  Angiotensina-(1-7) (Ang-(1-7), el inhibidor de la NADPH- 
oxidasa (apocinina) y de NF-B (PDTC),  lucigenina, NADPH, colagenasa tipo II, 
colágeno, EGCS, BSA, triton X-100, tween 20, NEDA, Tris, H2O2, HEPES, NMN, el kit 
de senescencia y el resto de reactivos empleados salvo que se indique lo contrario. 
15. Análisis estadístico. 
Los resultados de los experimentos se expresan como la media ± error 
estándar de la media (EEM). El análisis estadístico se efectuó empleando el modelo 
de análisis de varianza (ANOVA), para analizar curvas de concentración  y t-de 
student, para analizar valores discretos. Para dichos cálculos estadísticos se 
emplearon los programas informáticos Stat View 5.0 y el GraphPad Prism 5.0. Los 




































I. RESULTADOS EN CMLAH 
 
1. CARACTERIZACIÓN DE LAS CMLAH. 
Después de obtener los cultivos celulares, se caracterizaron en función de su 
aspecto morfológico y por técnicas de inmunofluorescencia indirecta. Las células de 
músculo liso exhibieron una estructura alargada característica de este tipo celular y 
presentaron una tinción positiva de los filamentos delgados de -actina, específica del 
músculo liso, obtenida a través de la técnica de inmunofluorescencia indirecta (Fig. 
19).  De acuerdo a estas características se determinó que se trataba de un cultivo de 
células de músculo liso de aorta humana, que posteriormente fue empleado para la 
realización de los experimentos de este trabajo.  
 
  
Fig. 19. Células de músculo liso de aorta humana (CMLAH). (A) Micrografía en 
contraste de fase de un cultivo de CMLAH. 200X. (B) Tinción positiva de los filamentos 






2. LA ANG-(1-7) ATENÚA LA INFLAMACIÓN INDUCIDA POR ANGIOTENSINA 
II E  IL-1EN CMLAH A TRAVÉS DEL RECEPTOR Mas. 
2.1 La Ang-(1-7) previene la inducción de iNOS estimulada por Ang II de una 
manera dependiente de la concentración. 
Con el fin de determinar si el efecto antiinflamatorio de la Ang-(1-7) podría ser 
dependiente de su concentración, las CMLAH se incubaron durante 18 h con 
concentraciones crecientes de Ang-(1-7) (1 nM a 1 M) y se estimularon con Ang II 
(100 nM). Por la técnica de Western blot se observó que el tratamiento con Ang II 
aumentó significativamente la expresión de iNOS (Fig. 20). Por otra parte observamos, 
que la Ang-(1-7) disminuyó significativamente los niveles de iNOS de una manera 
dependiente de la concentración, ya observable a partir de la concentración de 1nM 
(Fig. 20). 
 
2.2 La Ang-(1-7), a través del receptor Mas, previene la inducción de iNOS 
estimulada por Ang II. 
Al alcanzar la confluencia, las CMLAH se ayunaron durante 24 h y fueron 
tratadas con Ang II (100 nM) y Ang-(1-7) (100 nM) o en combinación durante 18 h. 
Posteriormente, se cuantificó la expresión de la enzima proinflamatoria iNOS mediante 
Western blot. En la figura 21 se observa que la Ang II indujo la expresión de iNOS de 
una manera significativa respecto al tratamiento basal. En presencia de Ang-(1-7) la 
inducción de iNOS causada por Ang II se redujo significativamente (Fig. 21). 
Para comprobar si el efecto antiinflamatorio de la Ang-(1-7) estaba mediado a 
través del receptor Mas se emplearon dos antagonistas selectivos del receptor Mas, el  
A779 y D-Pro7-Ang-(1-7). Así, las CMLAH se preincubaron con los antagonistas del 
receptor Mas, A779 (1 M) o D-Pro7-Ang-(1-7) (1 M), y seguidamente se estimularon 
con Ang II y Ang-(1-7) durante 18 h. Se observó que el efecto inhibidor de la Ang-(1-7) 
sobre la inducción de iNOS por Ang II se abolió en presencia de dichos inhibidores 
(Fig. 21). Lo anterior nos indicó que la acción de la Ang-(1-7) está mediada a través 
del receptor Mas. Cabe mencionar que la Ang-(1-7), el A779 y el D-Pro7-Ang-(1-7)  por 
si solos no modificaron de manera significativa la inducción basal de iNOS  
(97,59±24,52% para Ang-(1-7), 110,36±10,02% para A779 y 116,77±9,81% para D- D-





Por otra parte, mediante técnicas de inmunofluorescencia indirecta se visualizó 
la inducción de iNOS estimulada por  Ang II (100 nM) y la reducción parcial de este 
efecto por Ang-(1-7) (100 nM). Paralelamente se observó que la disminución de los 
niveles de expresión de iNOS causada por la acción de la  Ang-(1-7) fue prevenida por 
la presencia del antagonista del receptor Mas, A779 (1 M) (Fig. 22).  
En tanto que la expresión de iNOS y la liberación de nitritos inducida por Ang II 
(100 nM)  fue abolida totalmente en presencia de losartán (1 M), lo que confirmó que 
la acción de la Ang II está mediada por el receptor AT1 (94,59±3,86% para iNOS y 
97,39±0,07% para nitritos ambos frente a Ang II; #p<0.05; resultados de cuatro y tres 
experimentos independientes respectivamente). 
 
2.3 La Ang-(1-7), a través del receptor Mas, previene la liberación de nitritos 
estimulada por Ang II. 
Una vez demostrada la capacidad de la Ang-(1-7) para inhibir la expresión de 
iNOS inducida por Ang II, se decidió comprobar su efecto sobre la liberación de 
nitritos, los cuales fueron cuantificados en el sobrenadante celular de las CMLAH, 
como una medida indirecta de la producción de óxido nitrico (NO) mediante el método 
de Griess. Para ello las células fueron nuevamente tratadas con los diferentes 
compuestos. Se observó un incremento de la liberación de nitritos producido por Ang II 
(100 nM), que en combinación  con  Ang-(1-7) (100 nM) disminuyó de manera 
significativa (Fig. 23). Así mismo, se determinaron los valores de nitritos en las células 
que fueron pretratadas con A779  (1 M) o D-Pro7-Ang-(1-7) (1 M). Tal y como se 
muestra en la figura 23, estos compuestos causaron una abolición del efecto inhibidor 
de Ang-(1-7) sobre la liberación de nitritos estimulada por  Ang II.  Por si mismos, la 
Ang-(1-7), el A779 y el D-Pro7-Ang-(1-7) no lograron modificar los niveles de nitritos 
respecto a las condiciones basales (108,90±8,80% para Ang-(1-7), 101,10±18,20% 
para A779 y  105,49±1,81% para D-Pro7-Ang-(1-7) respecto a las condiciones basales; 
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Fig. 20. La Ang-(1-7) previene la inducción de iNOS estimulada por Ang II de una 
manera dependiente de la concentración. Las CMLAH se expusieron a Ang II (100 
nM) en combinación con concentraciones crecientes de  Ang-(1-7) (1 nM a 1 M) 
durante 18 h y los niveles de iNOS se cuantificaron por Western blot.  Se muestra un 
ejemplo representativo de un gel de Western blot en la parte superior. Los resultados 
representan la media  EEM de cuatro experimentos independientes y se expresan 
como porcentaje del efecto inducido por Ang II (#p<0.05 frente a Ang II; *p<0.05 frente 


















































































































Fig. 21. La Ang-(1-7), a través del receptor Mas, previene la inducción de iNOS 
estimulada por Ang II. Las CMLAH se estimularon con Ang II (100 nM) en 
combinación con Ang-(1-7) (100 nM) durante 18 h y posteriormente se determinaron 
los niveles de iNOS por Western blot. En algunos casos, las células se preincubaron 
con los antagonistas del receptor Mas, A779 (1 M) o D-Pro7-Ang-(1-7) (1 M). Se 
muestra un ejemplo representativo de un gel de Western blot en la parte superior. Los 
resultados representan la media  EEM de nueve experimentos independientes.  Los 
datos se expresan como porcentaje del efecto inducido por Ang II (#p<0.05 frente a 



























Fig. 22. Inmunolocalización de iNOS mediante inmunofluorescencia indirecta. 
Las CMLAH se estimularon con Ang II (100 nM) en combinación con Ang-(1-7) (100 
nM) durante 18 h. En algunos casos, las células se preincubaron con el antagonista 
del receptor Mas, A779 (1 M). En rojo se identifica la tinción positiva para iNOS 
(1/250). En azul aparecen los núcleos contrateñidos con  DAPI. 400X. El tratamiento 
con Ang II  incrementó la expresión de iNOS que fue reducida significativamente  en 
presencia de la Ang-(1-7) y revertida con el tratamiento con A779.  
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Fig. 23. La Ang-(1-7), a través del receptor Mas, previene la liberación de nitritos 
estimulada por Ang II. Las CMLAH se expusieron a Ang II (100 nM) sola o en 
conjunto con Ang-(1-7) (100 nM). Tras 18 h, se cuantificó la liberación de nitritos en los 
sobrenadantes celulares mediante el método de Griess. En algunos casos, las células 
se preincubaron con los antagonistas del receptor Mas, A779 (1 M) o D-Pro7-Ang-(1-
7) (1 M). Los resultados representan la media  EEM de seis experimentos 
independientes y se expresan como porcentaje del efecto inducido por Ang II (#p<0.05 




2.4 La Ang-(1-7) previene la inducción de iNOS estimulada por IL-1 de una 
manera dependiente de la concentración. 
Paralelamente, en otro grupo de experimentos las células se estimularon con la 
citoquina IL-1 (2,5 ng/ml) durante 18 h y se expusieron a concentraciones crecientes 
de Ang-(1-7) (1 nM a 1 M). Transcurrido este tiempo, mediante Western blot, se 
observó un aumento muy marcado en la expresión de iNOS en las células tratadas 
con IL-1. Cuando las CMLAH fueron incubadas con Ang-(1-7), este aumento 
disminuyó significativamente de una manera dependiente de la concentración, a partir 
de la concentración de 1 nM (Fig. 24). 
 
 
2.5 La Ang-(1-7), a través del receptor Mas, previene la inducción de iNOS 
estimulada por IL-1. 
Para determinar la acción de la Ang-(1-7) sobre una molécula inflamatoria 
independiente  al SRA, las CMLAH fueron tratadas durante 18 h con la citoquina IL-
1a las concentraciones de 2,5 y 10 ng/ml. Además, en algunos casos,  los cultivos  
fueron incubados con  Ang-(1-7) (100 nM) y con o sin A779 o D-Pro7-Ang-(1-7) (ambos 
a 1 M).  En la figura 25 se observa en las CMLAH una inducción alta de la expresión 
de iNOS causada por IL-1 a una concentración de 2,5 y 10 ng/ml, respectivamente. 
En las células incubadas con Ang-(1-7) la inducción de iNOS disminuyó 
significativamente (Fig. 25). Paralelamente, el efecto de Ang-(1-7) fue revertido 
totalmente al pretratar las células con A779 y D-Pro7-Ang-(1-7), indicando que la 
acción de la Ang-(1-7) está regulada a través del receptor Mas (Fig. 25). 
Mediante inmunofluorescencia indirecta también se confirmó el efecto inhibidor 
de la Ang-(1-7) (100 nM) sobre la inducción de iNOS causada por  IL-12,5 ng/ml) y 
como dicha acción fue revertida cuando las células se preincubaron con A779 (1 M) 
(Fig. 26).  
La  expresión de los niveles de iNOS  y la liberación de nitritos estimulada por 
por IL-1(2,5 ng/ml) fue abolida totalmente en presencia de anakinra (1 g/ml), lo que 
confirmó que la acción de la IL-1 está mediada por el receptor IL-1R (93,31±4,77% 
para iNOS y 99,62±0,11%  para nitritos ambos frente a IL-1; †p<0.05; resultados de 
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Fig. 24. La Ang-(1-7) previene la inducción de iNOS estimulada por IL-1 de una 
manera dependiente de la concentración. Las CMLAH se expusieron a IL-12,5 
ng/ml) en combinación con concentraciones crecientes de  Ang-(1-7) (1 nM a 1 M) 
durante 18 h y los niveles de iNOS se cuantificaron por Western blot.  Se muestra un 
ejemplo representativo de un gel de Western blot en la parte superior. Los resultados 
representan la media  EEM de cuatro experimentos independientes y se expresan 
como porcentaje del efecto inducido por IL-12,5 ng/ml (†p<0.05 frente a IL-12,5 













































Fig. 25. La Ang-(1-7), a través del receptor Mas, previene la inducción de iNOS 
estimulada por IL-1 Las CMLAH se estimularon con IL-12,5 y 10 ng/ml) en 
combinación con Ang-(1-7) (100 nM) durante 18 h y posteriormente se determinaron 
los niveles de iNOS por Western blot. En algunos casos, las células se preincubaron 
con los antagonistas del receptor Mas, A779 (1 M) o D-Pro7-Ang-(1-7) (1 M). Se 
muestra un ejemplo representativo de un gel de Western blot en la parte superior. Los 
resultados representan la media  EEM de siete experimentos independientes. Los 
datos se expresan como porcentaje del efecto inducido por  IL-12,5 ng/ml (†p<0.05 




























Fig. 26. Inmunolocalización de iNOS mediante inmunofluorescencia indirecta. 
Las CMLAH se estimularon con IL-1(2,5 ng/ml) en combinación con Ang-(1-7) (100 
nM) durante 18 h. En algunos casos, las células se preincubaron con el antagonista 
del receptor Mas, A779 (1 M). En rojo se identifica la tinción positiva para iNOS 
(1/250). En azul aparecen los núcleos contrateñidos con  DAPI. 400X. El tratamiento 
con IL-1incrementó la expresión de iNOS que fue reducida significativamente  en 
presencia de la Ang-(1-7) y revertida con el tratamiento con A779.  
            Basal                                                      IL-1 




2.6  La Ang-(1-7), a través del receptor Mas, previene  la liberación de nitritos 
estimulada por IL-1  
Después de comprobar el efecto de la Ang-(1-7) sobre la  inducción de iNOS 
causada por IL-1se determinó su acción sobre la producción de NO cuantificada 
indirectamente mediante el método de Griess en el sobrenadante celular. Las CMLAH 
fueron estimuladas con IL-12,5 y 10 ng/ml)  y co-incubadas con Ang-(1-7) (100 nM) 
durante 18 h. La inducción de la liberación de nitritos aumentó considerablemente en 
las células trataras con IL-1 y de una manera concentración dependiente (Fig 27). 
Dicha estimulación se redujo significativamente cuando las células fueron tratadas  
con Ang-(1-7) (Fig. 27). Análogamente cuando las CMLAH fueron pretratadas con 
A779 o D-Pro7-Ang-(1-7)  se observó una abolición del efecto de la Ang-(1-7) sobre la 
liberación de nitritos causada por la IL-1 (2,5 ng/ml y 10 ng/ml), con lo cual se 















































































Fig. 27. La Ang-(1-7), a través del receptor Mas, previene la liberación de nitritos 
estimulada por IL-1 . Las CMLAH se incubaron con IL-12,5 y 10 ng/ml) y Ang-(1-
7) (100 nM). En algunos casos, las células se preincubaron con los antagonistas del 
receptor Mas, A779 (1 M) o D-Pro7-Ang-(1-7) (1 M). Tras 18 h, se cuantificó la 
liberación de nitritos en los sobrenadantes celulares mediante el método de Griess Los 
resultados representan la media  EEM de tres experimentos independientes y se 
expresan como porcentaje del efecto inducido por IL-1 (†p<0.05 frente a IL-12,5 




3. PARTICIPACIÓN DE LA ENZIMA NADPH-OXIDASA EN LA ACCIÓN 
ANTIINFLAMATORIA DE LA ANG-(1-7) EN LAS CMLAH. 
3.1 La enzima NADPH-oxidasa media la inducción de iNOS y la liberación de 
nitritos  estimulada por Ang II e IL-1. 
Una vez comprobado el efecto antiinflamatorio de la Ang-(1-7) sobre la 
expresión de iNOS y la liberación de nitritos, inducidos tanto por Ang II como por IL-1, 
se decidió  estudiar la implicación de la NADPH oxidasa en este proceso. Para ello,  
las CMLAH fueron preincubadas  30 min con el inhibidor de la enzima NADPH 
oxidasa, apocinina (30 M),  y posteriormente se trataron con Ang II (100 nM) durante 
18 h. Mediante la técnica de Western blot, en la figura 28 se observa cómo en 
presencia de la apocinina, la inducción de iNOS causada por Ang II se abolió por 
completo siendo similar a las condiciones basales. Esto permitió deducir que la Ang II 
aumenta la expresión de iNOS, a través de la inducción previa de la actividad NADPH-
oxidasa; lo que conlleva a un aumento de la inflamación. El efecto de la apocinina por 
si misma, no modificó los niveles de iNOS respecto a las condiciones basales (Fig. 
28).  
De acuerdo a los resultados obtenidos, se cuantificó la liberación de nitritos en 
células tratadas con Ang II (100 nM)  e incubadas con apocinina (30 M) o ambos, 
durante 18 h. La co-incubación con apocinina disminuyó significativamente la 
liberación de nitritos inducida por Ang II (Fig. 29). La apocinina por si misma, no 
modificó de la liberación basal de nitritos (Fig. 29). 
Paralelamente, se realizaron experimentos empleando la apocinina  para 
determinar  la  acción de la enzima NADPH-oxidasa en la inducción de iNOS causada 
por IL-1. Las CMLAH fueron  pretratadas con apocinina (30 M) y tratadas con IL-1 
(2,5 ng/ml) durante 18 h. La inducción de la expresión de  iNOS inducida por IL-1 fue 
revertida por completo a los niveles basales en presencia del inhibidor (Fig. 30). 
Análogamente estos resultados fueron similares a los observados con Ang II 
previamente descritos, lo cual nos sugirió que la expresión de iNOS inducida por IL-
1, también requiere de la activación previa de la enzima NADPH-oxidasa. 
 Posteriormente se cuantificó la liberación de nitritos en CMLAH estimuladas 
con IL-1Para ello, las CMLAH fueron preincubadas con apocinina (30 M) y tratadas 
con IL-1 (2,5 ng/ml) durante 18 h. Mediante la técnica de Griess se determinó que la 




inducida por la IL-1prácticamente en niveles similares a los observados en 










































































Fig. 28. La enzima NADPH-oxidasa media la inducción de iNOS estimulada por 
Ang II. Los cultivos de CMLAH fueron pretratados con apocinina (30 M) y 
estimulados con Ang II (100 nM) durante 18 h. Posteriormente fueron determinados los 
niveles de expresión de iNOS por la técnica de Western blot. Se muestra un ejemplo 
representativo de un gel de Western blot en la parte superior. Los resultados 
representan la media  EEM de siete experimentos independientes y se expresan 
como porcentaje del efecto inducido por Ang II (#p<0.05 frente a Ang II; *p<0.05 frente 

















































































Fig. 29. La enzima NADPH-oxidasa media la liberación de nitritos estimulada por 
Ang II.  Las CMLAH se pretrataron con apocinina (30 M) durante 30 min y se 
estimularon con a Ang II (100 nM). Tras 18 h se cuantificó la liberación de nitritos en 
los sobrenadantes celulares mediante el método de Griess. Los resultados 
representan la media  EEM de tres experimentos independientes y se expresan como 



























Fig. 30. La enzima NADPH-oxidasa media la inducción de iNOS  estimulada por 
IL-1. Los cultivos de CMLAH fueron pretratados con apocinina (30 M) y estimulados 
con IL-1 (2,5 ng/ml) durante 18 h. Posteriormente fueron determinados los niveles de 
expresión de iNOS por la técnica de Western blot. Se muestra un ejemplo 
representativo de un gel de Western blot en la parte superior. Los resultados 
representan la media  EEM de cinco experimentos independientes y se expresan 
como porcentaje del efecto inducido por IL-1 2,5 ng/ml (†p<0.05 frente a IL-12,5 

























Fig. 31. La enzima NADPH-oxidasa media la liberación de nitritos  estimulada por 
IL-1. Las CMLAH se pretrataron con apocinina (30 M) durante 30 min y se 
estimularon con a IL-1 (2,5 ng/ml). Tras 18 h se cuantificó la liberación de nitritos en 
los sobrenadantes celulares mediante el método de Griess. Los resultados 
representan la media  EEM de cinco experimentos independientes y se expresan 
como porcentaje del efecto inducido por IL-1 2,5 ng/ml (†p<0.05 frente a IL-12,5 




3.2 La Ang-(1-7), a través del receptor Mas, previene la inducción de la 
NADPH oxidasa estimulada por Ang II e IL-1. 
Es conocido que la enzima NADPH oxidasa es una fuente importante de 
generación de O2.-. Además se ha descrito, que la Ang II induce considerablemente la 
actividad de esta enzima en las células musculares lisas, aumentando la formación del 
anión O2.- y provocando la inactivación del óxido nítrico; lo cual está asociado con la 
patogénesis de la hipertensión (Rajogopalan et al., 1996). Los resultados anteriores 
sugirieron que la inducción de iNOS por Ang II e IL-1 podría estar mediada por la 
actividad de la enzima NADPH oxidasa. En consecuencia, se decidió averiguar si el 
efecto antiinflamatorio de la Ang-(1-7) podría estar relacionado con la atenuación de la 
actividad de la enzima NADPH oxidasa. Para ello las CMLAH fueron estimuladas con 
Ang II (100 nM)  sola o con Ang-(1-7) (100 nM) durante 18 h. En algunos experimentos 
se emplearon los inhibidores del receptor Mas, A779 o D-Pro7-Ang-(1-7) (ambos a 1 
M).  
Posteriormente, la producción de O2.- fue determinada mediante la técnica de 
quimioluminiscencia con lucigenina previamente descrita. En la figura 32 se puede 
observar como la Ang II provocó un aumento notable de la actividad de la enzima, 
evidenciada por una alta producción de O2.-. Este aumento se vio reducido 
significativamente cuando las células se trataron con Ang-(1-7) (Fig. 32). La acción 
inhibidora de la  Ang-(1-7) fue abolida en presencia del A779 y el D-Pro7-Ang-(1-7), lo 
cual confirmó que la inhibición de la actividad de la enzima está mediada por el 
receptor MasFig. 32). La Ang-(1-7), el A779 y el D-Pro7-Ang-(1-7) por si mismos, no 
incrementaron la actividad de la NADPH oxidasa respecto a las condiciones basales 
(138,6±26,90 para  Ang-(1-7), 127,34±30,16 para A779 y 114,43±3,28 para D-Pro7-
Ang-(1-7); *p>0.05; resultados de siete experimentos independientes). 
Por otra parte, las CMLAH se preincubaron con el inhibidor de la enzima 
NADPH oxidasa, apocinina (1 M) y después se estimularon con Ang II (100 nM) para 
corroborar la acción de este inhibidor sobre la activación de la enzima. Se observó que  
el tratamiento con apocinina abolió por completo la activación de la enzima, lo cual 
también nos permitió conocer que la técnica era eficiente para determinar la expresión 
de la enzima NADPH oxidasa  (Fig. 32). 
             En el músculo liso, citoquinas inflamatorias como la IL-1  inducen la 
activación de la NADPH oxidasa (Miller et al., 2007). Teniendo estos antecedentes y 
después de obtener los datos anteriores, se procedió a determinar si el efecto 




parcial de la actividad NADPH oxidasa. Las células fueron preincubadas con A779 (1 
M) o D-Pro7-Ang-(1-7) (1 M) y tratadas con IL-1 (2,5 ng/ml), (Ang-(1-7) (100 nM) o 
en combinación durante 18 h. En la figura 33 se puede observar como la  IL-1 
ocasionó un incremento marcado de la actividad de la enzima respecto a las 
condiciones basales, mientras que en las células tratadas con Ang-(1-7) esta actividad 
disminuyó de manera significativa (Fig. 33), produciéndose una menor cantidad de O2. 
La acción de la  Ang-(1-7) sobre la actividad de la NADPH oxidasa se revirtió en 
presencia del A779 y D-Pro7-Ang-(1-7), lo que permitió determinar que la Ang-(1-7) a 
través del receptor Mas atenúa la actividad de la enzima cuando es estimulada por la 





















































































Fig. 32. La Ang-(1-7), a través del receptor Mas, previene la inducción de la 
NADPH oxidasa estimulada por Ang II. Las células fueron estimuladas con Ang II 
(100 nM) y Ang-(1-7) (100 nM) durante 18 h y preincubadas con  apocinina (30 M) y 
los inhibidores del receptor Mas A779 (1 M) o D-Pro7-Ang-(1-7) (1 M). Transcurrido 
este tiempo, se determinó la actividad de la enzima NADPH oxidasa mediante la 
técnica de quimioluminiscencia por lucigenina. Los resultados representan la media  
EEM de siete experimentos independientes. Los datos se expresan como porcentaje 
del efecto inducido por Ang II (#p<0.05 frente a Ang II; *p<0.05 frente a condiciones 

















Fig. 33. La Ang-(1-7), a través del receptor Mas, previene la inducción de la 
NADPH oxidasa estimulada por IL-1. Las células fueron estimuladas con IL-1 (2,5 
ng/ml) y Ang-(1-7) (100 nM) durante 18 h  y preincubadas con  apocinina (30 M) y los 
inhibidores del receptor Mas A779 (1 M) o D-Pro7-Ang-(1-7) (1 M).  Transcurrido 
este tiempo se determinó la actividad de la enzima NADPH oxidasa mediante la 
técnica de quimioluminiscencia por lucigenina. Los resultados representan la media  
EEM de seis experimentos independientes y se expresan como porcentaje del efecto 





4. LA ANG-(1-7) DISMINUYE LA ACTIVACIÓN DE NF-B EN LAS CMLAH. 
4.1 La Ang II  y la  IL-1 inducen la expresión de iNOS a través de NF-B.   
Una vez demostrada la capacidad de la Ang-(1-7) para atenuar la inducción de 
la enzima NADPH-oxidasa y por ende la expresión de iNOS a través del receptor Mas, 
se procedió a explorar  el papel del NF-B en esta ruta de señalización. Con el fin de 
determinar si la inducción de iNOS también requería la activación previa de NF-kB, se 
estudió el efecto del inhibidor de dicho factor, el agente antioxidante ditiocarbamato de 
pirrolidina (PDTC), sobre la acción causada por la Ang II. Las células fueron 
preincubadas con PDTC (100 M) 20 min antes de la estimulación con Ang II durante 
18 h, para comprobar la acción inhibitoria de dicho compuesto. Mediante la realización 
de la técnica de Western blot se observó que la expresión de iNOS causada por Ang II 
fue significativamente menor en las células tratadas con PDTC (Fig. 34). 
En otro grupo de experimentos, las CMLAH se preincubaron  20 min con el 
PDTC (100 M)  y se estimularon con  IL-1 (2,5 ng/ml) durante 18 h. Se observó que 
el tratamiento con PDTC inhibió significativamente la expresión de iNOS inducida por 
IL-1 en el tiempo estudiado (Fig. 35).  El tratamiento con PDTC por si mismo, no 
alteró los niveles de expresión basal de iNOS tanto en los experimentos de células 




























































































Fig. 34. La Ang II induce la expresión de iNOS a través de NF-B. Las CMLAH se 
preincubaron durante 20 min con el inhibidor del factor de transcripción NF-B, PDTC 
(100 M) y se  expusieron a Ang II (100 nM) .Tras 18 h se cuantificaron los niveles de 
expresión de iNOS mediante el método de Western blot. Se muestra un ejemplo 
representativo de un gel de Western blot en la parte superior Los resultados 
representan la media  EEM de cuatro experimentos independientes y se expresan 
como porcentaje del efecto inducido por Ang II (#p<0.05 frente a Ang II; *p<0.05 frente 






















Fig. 35. La IL-1 induce la expresión de iNOS a través de NF-B. Las CMLAH se 
preincubaron durante 20 min con el inhibidor del factor de transcripción NF-B, PDTC 
(100 M) y se  estimularon con IL-1 (2,5 ng/ml) .Tras 18 h se determinaron los niveles 
de expresión de iNOS mediante el método de Western blot. Se muestra un ejemplo 
representativo de un gel de Western blot en la parte superior. Los resultados 
representan la media  EEM de cuatro experimentos independientes y se expresan 
como porcentaje del efecto inducido por IL-1 2,5 ng/ml (†p<0.05 frente a IL-1 2,5 




4.2 La Ang-(1-7), a través del receptor Mas, disminuye la activación de NF-B 
inducida por Ang II e IL-1 
Es conocido que el péptido vasoactivo, Ang II, puede activar el factor de 
transcripción NF-B, el cual puede actuar como un indicador intracelular para los 
efectos inducidos por Ang II (Kranzhofer et al., 1999; Muller et al., 2000).  
Una vez determinado que la activación de iNOS causada tanto por Ang II como 
por IL-1 requiere de la activación previa de NF-B, se procedió a analizar el papel de 
la Ang-(1-7) sobre la activación de este factor de transcripción. Las células se 
preincubaron con A779 (1 M) durante 20 min y posteriormente se estimularon con 
Ang II (100 nM) y Ang-(1-7) (100 nM), solos o en combinación durante 18 h. Mediante 
ensayos de retardo en gel se observó que la Ang II aumentó de manera muy marcada 
la activación de NF-B (Fig 36). Esta activación disminuyó significativamente al co-
incubar la Ang II con Ang-(1-7) (Fig. 36). Cuando los cultivos fueron preincubados con 
A779,  la disminución provocada por la Ang-(1-7) fue abolida, lo cual confirma que la 
acción de la Ang-(1-7) está mediada por el receptor Mas (Fig. 36).  
En otro grupo de experimentos, las CMLAH se incubaron con el inhibidor del 
NF-B, PDTC (100 M), previamente al estímulo con Ang II (100 nM), para comprobar 
la acción inhibitoria de dicho compuesto. Se observó que el tratamiento con PDTC 
abolió por completo la activación de NF-B inducida por Ang II, tal y como era de 
esperar (Fig. 36). Además, las CMLAH  también se incubaron con el inhibidor de la 
enzima NADPH oxidasa, apocinina (30 M). Dicho tratamiento abolió la activación del 
factor de transcripción NF-B inducida por Ang II. Este resultado corroboró que la 
enzima NADPH oxidasa está implicada en la activación de este factor de transcripción 
(Fig. 36). Cabe mencionar que el PDTC y la apocinina por si solos no modificaron la 
expresión basal de NF-B (120,633±12,279 para PDTC y 106±9,657 para apocinina 
respecto a las condiciones basales; *p>0.05; resultados de cinco experimentos 
independientes). 
Con el fin de determinar si la Ang-(1-7) también era capaz de atenuar la 
activación de NF-B estimulada por IL-12,5 ng/ml) las CMLAH fueron tratadas con 
esta citoquina inflamatoria e incubadas con la Ang-(1-7) (100 nM) durante 18 h. 
Mediante EMSA, fue posible observar que la activación del NF-B derivada del 
tratamiento con IL-1disminuyó significativamente en presencia de la Ang-(1-7) (Fig. 
37).  Cuando las CMLAH fueron pretratadas con A779 (1 M) en presencia de IL-1y 




Es decir, el efecto de la Ang-(1-7) fue abolido por el A779, lo que indica que su acción 
está mediada a través de su unión al receptor Mas (Fig. 37). 
En otro grupo de experimentos, las CMLAH se preincubaron con PDTC (100 
M), previamente al estímulo con IL-12,5 ng/ml), para comprobar la acción 
inhibitoria de dicho compuesto. Se determinó que el tratamiento con PDTC abolió por 
completo la expresión de NF-B inducida por IL-1, tal y como era de esperar (Fig. 
37). Además, las CMLAH  también se incubaron con el inhibidor de la enzima NADPH 
oxidasa, apocinina (30 M). Dicho tratamiento abolió la activación del factor de 
transcripción NF-B inducida por Ang II. Este resultado corroboró que la enzima 
NADPH oxidasa está implicada en la activación de este factor de transcripción (Fig. 
37). Cabe mencionar que el PDTC y la apocinina por si solos no modificaron la 
expresión basal de NF-B (137,407±10,52 para PDTC y 111,57±14,65 para apocinina 







































































































































Fig. 36. La Ang-(1-7), a través del receptor Mas, disminuye la activación de NF-B 
inducida por Ang II. Las CMLAH se trataron con Ang II (100 nM) y Ang-(1-7) (100 
nM) durante los tiempos indicados. En algunos casos, los cultivos se preincubaron con 
el antagonista del receptor Mas, A779 (1 M),  y los inhibidores apocinina  (30 M) y 
PDTC (100 M). Se muestra un EMSA representativo de las CMLAH sometidas a los 
diferentes  tratamientos. Los resultados representan la media  EEM de cinco 
experimentos independientes y se expresan como porcentaje del efecto inducido por 











































Fig. 37. La Ang-(1-7), a través del receptor Mas, disminuye la activación de NF-B 
inducida por IL-1. Las CMLAH se trataron con IL-1 (2,5 ng/ml) y Ang-(1-7) (100 
nM) durante los tiempos indicados. En algunos casos, los cultivos se preincubaron con 
el antagonista de Mas, A779 (1 M), y los inhibidores apocinina (30 M) y PDTC (100 
M). Se muestra un gel representativo de las CMLAH sometidas a los diferentes  
tratamientos. Los resultados representan la media  EEM de tres experimentos 
independientes y se expresan como porcentaje del efecto inducido por IL-1 2,5 ng/ml 




II. RESULTADOS EN HUVEC 
1. CARACTERIZACIÓN DE LAS HUVEC.  
Análogamente a las CMLAH, las HUVEC fueron caracterizadas por su aspecto 
morfológico y por la técnica de inmunofluorescencia indirecta. Las células endoteliales 
presentaron la morfología poligonal y la disposición en monocapa que se produce por 
la inhibición por densidad, las cuales son características propias de este tipo celular. 
Así mismo, se obtuvo una tinción positiva para el factor VIII o el factor de Von 







Fig. 38. Células endoteliales de vena de cordón umbilical humano (HUVEC). (A) 
Microfotografía en contraste de fase de un cultivo de HUVEC semiconfluente y en 
monocapa. 200X (B) Caracterización de las HUVEC mediante la tinción por 
inmunofluorescencia indirecta de los gránulos del Factor VIII (1/100). 400X. (C) Detalle 




2. LA  ANG-(1-7), A TRAVÉS DEL RECEPTOR Mas, ATENÚA LA EXPRESIÓN 
DE LAS MOLÉCULAS DE ADHESIÓN ICAM-1 Y VCAM-1 INDUCIDAS POR 
ANGIOTENSINA II E IL- EN HUVEC.  
Al término de los experimentos realizados en CMLAH, se decidió explorar la si 
la Ang-(1-7) presentaba también acción antiinflamatoria en las HUVEC y 
concretamente sobre la expresión de ICAM-1 y VCAM-1. La importancia de este 
estudio se debió a que estas moléculas expresadas en las células endoteliales tienen 
un papel principal en la migración y adhesión leucocitaria, considerado un evento 
temprano en la formación de la placa aterosclerótica.  
Para llevar a cabo la determinación de las moléculas de adhesión sobre la 
superficie celular se empleó la citometría de flujo. La Ang II (100  nM) aumentó la 
expresión tanto de ICAM-1 como de VCAM-1, mientras que la co-incubación con  Ang-
(1-7) (100 nM) disminuyó notablemente la expresión de ambas moléculas (Fig. 39B y 
40B). Además, se observó en las células pretratadas con A779 e incubadas con Ang II 
y Ang-(1-7), se presentó una abolición significativa del efecto de la Ang-(1-7) sobre la 
expresión de CAMs en las HUVEC (Fig. 39B y 40B). Esto permitió definir que el 
receptor Mas estaba implicado directamente en el efecto de la Ang-(1-7),  tal y como 
se había observado en los ensayos en CMLAH. Los niveles basales de expresión de 
CAMs no se modificaron por Ang-(1-7) o A779 por si solos, tanto en lo s experimentos 
con Ang II como IL-1 (108,205±7,41% y 116,78±12,61% de ICAM-1 y VCAM-1 
respectivamente para Ang-(1-7) y 109,620±10,049% y 123,63±7,25% de ICAM-1 y 
VCAM-1 respectivamente para A779; *p>0.05; resultados de siete y cinco 
experimentos independientes). 
La expresión de ICAM-1 y VCAM-1 también se visualizó mediante técnicas de 
inmunofluorescencia indirecta, de tal forma que se confirmaron los resultados 
obtenidos anteriormente por citometría de flujo. La Ang II aumentó la expresión de 
ambas moléculas de adhesión, mientras que la Ang-(1-7) disminuyó este incremento; 
lo cual fue revertido totalmente en presencia del A779 (Fig. 39A y 40A). 
Paralelamente a los experimentos anteriores, se determinó el papel de la Ang-
(1-7) sobre la inducción de las moléculas de adhesión empleando la IL-1como 
estímulo inflamatorio. Para tal caso, algunos cultivos de HUVEC confluentes se 
preestimularon con el inhibidor A779 (1 M) para posteriormente ser tratados con IL-1 
(2,5 ng/ml) y Ang-(1-7) (100 nM) o ambos durante 18 h. En presencia de la IL-1 se 
observó un aumento tanto de ICAM-1 como de VCAM-1, lo cual fue disminuido 




determinó que la incubación de las HUVEC con A779 en presencia de IL-1 y Ang-(1-
7), produjo un aumento de la expresión de ambas moléculas de adhesión, lo que 
condujo a considerar que el mecanismo de acción de la  Ang-(1-7) está mediado a 
través del receptor Mas (Fig. 41B y 42B).  
Mediante técnicas de inmunofluorescencia, también se pudieron observar y 
confirmar los datos obtenidos por citometría de flujo. La expresión de las CAMs en la 
superficie celular aumentó por efecto de la IL-1lo cual fue notablemente disminuido 
en presencia de la Ang-(1-7); mientras que el A779 abolió por completo dicha acción  




























































































A Basal                                         Ang II
Ang II+Ang-(1-7)                Ang II+Ang-(1-7)+A779
 
Fig. 39. La Ang-(1-7), a través del receptor Mas, atenúa la expresión de ICAM-1 
inducida por Ang II. Las HUVEC fueron incubadas durante 18 h con Ang II (100 nM) 
y Ang-(1-7) (100 nM). En algunos casos, los cultivos se preincubaron con el 
antagonista del receptor Mas, A779 (1 M). (A) En verde se identifica la tinción positiva 
para ICAM-1 (1/100). En azul aparecen los núcleos contrateñidos con  DAPI. 400X. El 
tratamiento con Ang II incrementó la expresión de ICAM-1 que fue reducida 
significativamente  en presencia de la Ang-(1-7) y revertida con el inhibidor A779. (B) 
Posteriormente se determinaron los niveles de ICAM-1 mediante citometría de flujo. 
Los resultados representan la media  EEM de siete experimentos independientes 
respectivamente y se expresan como porcentaje del efecto inducido por Ang II 
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Fig. 40. La Ang-(1-7), a través del receptor Mas, disminuye la expresión de 
VCAM-1 inducida por Ang II. Las HUVEC fueron incubadas durante 18 h con Ang II 
(100 nM) y Ang-(1-7) (100 nM). En algunos casos, los cultivos se preincubaron con el 
antagonista del receptor Mas, A779 (1 M). (A) En verde se identifica la tinción positiva 
para VCAM-1 (1/100). En azul aparecen los núcleos contrateñidos con  DAPI. 400X. El 
tratamiento con Ang II incrementó la expresión de VCAM-1 que fue reducida 
significativamente  en presencia de la Ang-(1-7) y revertida con el inhibidor A779. (B) 
Posteriormente se determinaron los niveles de VCAM-1 mediante citometría de flujo. 
Los resultados representan la media  EEM de cinco experimentos independientes 
respectivamente y se expresan como porcentaje del efecto inducido por Ang II 
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Fig. 41. La Ang-(1-7), a través del receptor Mas, atenúa la expresión de ICAM-1 
inducida por IL-1.  Las HUVEC fueron incubadas durante 18 h con IL-1 (2,5 ng/ml)  
y Ang-(1-7) (100 nM). En algunos casos, los cultivos se preincubaron con el 
antagonista del receptor Mas, A779 (1 M). (A) En verde se identifica la tinción positiva 
para ICAM-1 (1/100). En azul aparecen los núcleos contrateñidos con  DAPI. 400X. El 
tratamiento con IL-1 incrementó la expresión de ICAM-1 que fue reducida 
significativamente  en presencia de la Ang-(1-7) y revertida con el inhibidor A779. (B) 
Posteriormente se determinaron los niveles de ICAM-1 mediante citometría de flujo. 
Los resultados representan la media  EEM de seis experimentos independientes 
respectivamente y se expresan como porcentaje del efecto inducido por IL-1  2,5 










































































Fig. 42. La Ang-(1-7), a través del receptor Mas,  atenúa la expresión de VCAM-1 
inducida por IL-1.  Las HUVEC fueron incubadas durante 18 h con IL-1 (2,5 ng/ml)  
y Ang-(1-7) (100 nM). En algunos casos, los cultivos se preincubaron con el 
antagonista del receptor Mas, A779 (1 M). (A) En verde se identifica la tinción positiva 
para VCAM-1 (1/100). En azul aparecen los núcleos contrateñidos con  DAPI. 400X. El 
tratamiento con IL-1 incrementó la expresión de VCAM-1 que fue reducida 
significativamente  en presencia de la Ang-(1-7) y revertida con el inhibidor A779. (B) 
Posteriormente se determinaron los niveles de VCAM-1 mediante citometría de flujo. 
Los resultados representan la media  EEM de cinco experimentos independientes 
respectivamente y se expresan como porcentaje del efecto inducido por IL-1  2,5 




3. LA ENZIMA NADPH OXIDASA ESTÁ IMPLICADA EN LA REDUCCIÓN DE LA 
EXPRESION DE ICAM-1 Y VCAM-1 MEDIADA POR ANG-(1-7) EN HUVEC. 
3.1 La enzima NADPH-oxidasa media la inducción de ICAM-1 y VCAM-1 
estimulada por Ang II IL-1en HUVEC. 
Tras la obtención de los resultados anteriores, se procedió a determinar si la 
Ang-(1-7), podría mediar la disminución de la inducción de CAMs a través de la 
enzima NADPH oxidasa al igual que lo observado en CMLAH. 
Las HUVEC se pretrataron con el inhibidor de la enzima NADPH oxidasa, 
apocinina (30 M), y se estimularon con Ang II (100 nM) durante 18  h. Mediante la 
técnica de citometría de flujo se observó un aumento de la expresión tanto de ICAM-1 
como de VCAM-1  en la superficie celular en presencia de la Ang II. El aumento de las 
CAMs inducido por Ang II disminuyó de manera significativa cuando las células fueron 
incubadas con apocinina, obteniéndose valores similares al tratamiento basal (Fig. 43A 
y 43B). El tratamiento con apocinina por si solo no modificó los niveles basales de 
expresión de las CAMs (Fig. 43A y 44B).  
A continuación, las HUVEC se incubaron con el inhibidor de la enzima NADPH 
oxidasa, apocinina (30 M), antes del  tratamiento con IL-1(2,5 ng/ml)para 
comprobar su acción sobre la inducción de la expresión de ICAM-1 y VCAM-1. 
Después del tratamiento de 18 h y por medio de la técnica de citometría de flujo, se 
observó un aumento significativo de las dos moléculas de adhesión estudiadas en 
presencia de la IL-1.  Dicho aumento fue abolido por completo en las células tratadas 
con apocinina, hasta alcanzar niveles similares a las condiciones basales (Fig. 44A y 
44B). La apocinina por si misma no cambió los niveles basales de expresión de ICAM-
1 y VCAM-1 (Fig. 44A y 44B). 
Dado que la NADPH oxidasa participa en la inducción de las CAMs, la 
inhibición de esta enzima por Ang-(1-7) puede constituir un motivo de su efecto 





























































































































Fig. 43. La enzima NADPH oxidasa media la inducción de ICAM-1 y V-CAM-1 
estimulada por Ang II. Las HUVEC fueron preincubadas con el inhibidor de la enzima 
NADPH oxidasa, apocinina  (30 M) y tratadas con Ang II (100 nM) durante 18 h. 
Posteriormente se determinaron los niveles de (A) ICAM-1 y (B) VCAM-1 mediante 
citometría de flujo. Los resultados representan la media  EEM tres experimentos 
independientes en ambos casos y se expresan como porcentaje del efecto inducido 









Fig. 44. La enzima NADPH oxidasa media la inducción de ICAM-1 y V-CAM-1 
estimulada por IL-1. Las HUVEC fueron preincubadas con apocinina  (30 M) y 
tratadas con IL-1 (2,5 ng/ml) durante 18 h. Posteriormente se determinaron los 
niveles de (A) ICAM-1 y (B) VCAM-1 mediante citometría de flujo. Los resultados 
representan la media  EEM de tres y cuatro experimentos independientes 
respectivamente. Los datos se expresan como porcentaje del efecto inducido por IL-




4. LA ANG-(1-7), A TRAVÉS DEL RECEPTOR MAS, ATENÚA LA 
SENESCENCIA EN HUVEC INDUCIDA POR ANGIOTENSINA II E IL-1 
4.1 La Ang-(1-7), a través del receptor Mas,  disminuye la senescencia 
endotelial inducida por Ang II e IL-1. 
Una vez establecida la acción antiinflamatoria de la Ang-(1-7) a través del 
receptor Mas en las CMLAH y las HUVEC así como los posibles mecanismos 
implicados, se decidió estudiar la implicación de esta molécula en la senescencia 
endotelial entendida como un mecanismo de daño vascular. Es conocido que el 
proceso de senescencia puede ser producida por estímulos extracelulares como el 
estrés oxidativo entre otros factores. Como habíamos comprobado en los 
experimentos anteriores, tanto la Ang II y la IL-1  están implicadas en la generación 
de estrés oxidativo y daño celular asociado a enfermedades cardiovasculares, por 
consiguiente era importante establecer si Ang II y la IL-1  podrían inducir la entrada 
en senescencia de las HUVEC y averiguar si la Ang-(1-7) a través del receptor Mas 
podría prevenir este proceso. 
De acuerdo al protocolo descrito previamente, cuando las HUVEC estaban 
semiconfluentes se sometieron a los diferentes tratamientos durante 24 h y 
posteriormente se realizó la tinción de SA--gal. El valor basal de células positivas a la 
tinción SA-Gal en los experimentos realizados fue de 1,17±0,16% (resultados de 18 
experimentos independientes). La Ang II (100 nM) produjo un aumento del número de 
células senescentes en cultivo respecto a las condiciones basales (Fig. 45A y 45B). En 
las células estimuladas con Ang II y tratadas con Ang-(1-7), disminuyó 
significativamente el número de células azules (Fig. 45B) y este efecto fue revertido 
cuando se co-incubaron con A779 (1 M) (Fig. 45B). Este hecho puso de manifiesto 
que la acción de la Ang-(1-7) para proteger a las células de la entrada en senescencia 
está implicado el receptor Mas.  
De la misma manera, se preincubaron las HUVEC con A779 (1 M) y se 
trataron las HUVEC con IL-1 (2,5 ng/ml), Ang-(1-7) (100 nM) o en combinación 
durante 24 h. La IL-1 provocó un aumento en el número de células senescentes 
presentes en el cultivo respecto a las condiciones basales (Fig. 46A y 46B). La 
incubación de las células con Ang-(1-7) produjo  una  disminución de las células 
positivas a la tinción de Sa--gal (Fig. 46B), este efecto fue abolido en presencia de 
A779 (Fig. 46B). Tanto en los experimentos realizados con Ang II e IL-1, el número 
de células senescentes en las células tratadas con Ang-(1-7) y A779 por si mismos, no 
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Fig. 45. La Ang-(1-7), a través del receptor Mas, disminuye la senescencia 
endotelial inducida por Ang II. Las HUVEC fueron preincubadas con A779 (1 M) y 
estimuladas con Ang II (100 nM) y Ang-(1-7) (100 nM). Tras 24 h se realizó una tinción 
de de SA--gal y un recuento de células senescentes. (A) Imágenes representativas 
en campo claro. 200X. (B) Los resultados representan la media  EEM cuatro 
experimentos independientes y se expresan como porcentaje del efecto inducido  
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Fig. 46. La Ang-(1-7) a través del receptor Mas, disminuye la senescencia 
endotelial inducida por IL-1. Las HUVEC fueron preincubadas con A779 (1 M) y 
estimuladas con IL-1 (2,5 ng/ml) y Ang-(1-7) (100 nM). Tras 24 h se realizó una 
tinción de de SA--gal y un recuento de células senescentes. (A) Imágenes 
representativas en campo claro. 200X. (B) Los resultados representan la media  EEM 
seis experimentos independientes y se expresan como porcentaje del efecto inducido 





4.2 La Ang-(1-7), a través del receptor Mas,  atenúa la inducción de daño en el 
ADN y disfunción telomérica provocada por Ang II. IL-1   
Con el fin de estudiar otro parámetro de senescencia, se realizó una doble 
inmunofluorescencia para determinar los puntos de daño telomérico inducido, que 
están relacionados con el daño en el ADN y la disfunción telomérica. Las HUVEC 
fueron pretratadas A779 (1 M) e incubadas con Ang II (100 nM), Ang-(1-7) (100 nM) y 
o en combinación durante 24 h. Mediante una doble inmunofluorescencia indirecta se 
colocalizaron y cuantificaron los puntos de  daño en el ADN (H2AX). Los TIFs se 
definieron como los sitios donde  los puntos de daño en el ADN (H2AX) colocalizaron 
con las señales de la proteína TRF-1 que se encuentra unida a los telomeros, lo cual 
evidenció la presencia de daño en estas estructuras celulares. 
 En la figura 47, se muestra en las células tratadas con Ang II un marcado 
incremento de los puntos de daño H2AX, fluorescencia colocalizada y TIFs (Fig. 47A, 
47B, 47C y 47D). Este daño telomérico fue parcialmente revertido en  las células co-
incubadas con Ang-(1-7) respecto al tratamiento con Ang II sola (Fig. 47A, 47B, 47C y 
47D). Para elucidar si esta acción se realizaba a través del receptor Mas,  en algunos 
cultivos las células se incubaron con  A779.   Se observó que el tratamiento con A779 
(1 M) abolió la acción de la Ang-(1-7) (Fig. 47A, 47B, 47C y 47D). Esto demostró que 
la Ang-(1-7) atenuó el daño en el ADN y la disfunción telomérica inducida a través del 
receptor Mas. 
Por otra parte las HUVEC se incubaron con IL-1 (2,5 ng/ml) durante 24 h. 
Posteriormente, se realizó una doble tinción de inmunofluorescencia y se observó que 
la IL-1 aumentó el daño en el ADN, la fluorescencia colocalizada y los TIFs en 
relación a las condiciones basales (Fig. 48A, 48B, 48C y 48D). Una vez obtenido este 
resultado, se comprobó el efecto del tratamiento con Ang-(1-7) (100 nM), obteniéndose 
una disminución significativa de daño en el ADN, la fluorescencia colocalizada y los 
TIFs, respecto al estímulo con IL-1 (Fig. 48A, 48B, 48C y 48D). Dicho efecto, fue 
revertido con A779 (1 M), lo cual correspondió con lo observado en el caso de la Ang 
II. Este hecho indicó que la Ang-(1-7) previene el daño telomérico asociado a la 
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Fig. 47. La Ang-(1-7), a través del receptor Mas, atenúa la inducción de daño en 
el ADN y disfunción telomérica provocada por la Ang II. Las HUVEC fueron 
preincubadas con A779 (1 M) y estimuladas con Ang II (100 nM)  con o sin Ang-(1-7) 
(100 nM). (A) Tras 24 h se realizó una doble tinción de inmunofluorescencia con un 
anticuerpo contra H2AX (rojo), TRF-1 (verde) y el núcleo fue contrateñido con DAPI 
(azul). Las flechas en las imágenes superpuestas señalan los puntos de colocalización 
(TIFs). En el pequeño panel de la derecha se muestra una imagen amplificada de los 





















































































































































Fig. 47. (B y C) Cuantificación de H2AX y TIFs expresados como una media de la 
fluorescencia en voxels/ célula. (D) Cuantificación de TIFs expresados como el 
porcentaje de células con ≥ 5 TIFs/célula. Los datos representan la media de 3 
experimentos con >250 células cuantificadas en cada caso (#p<0.05 frente a Ang II 
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Fig. 48. La Ang-(1-7), a través del receptor Mas, atenúa la inducción de daño en 
el ADN y disfunción telomérica provocada por IL-1. Las HUVEC fueron 
preincubadas con A779 (1 mM) y estimuladas con IL-1 (2,5 ng/ml) y Ang-(1-7) (100 
nM). (A) Tras 24 h se realizó una doble tinción de inmunofluorescencia con un 
anticuerpo contra H2AX (rojo), TRF-1 (verde) y el núcleo fue contrateñido con DAPI 
(azul). Las flechas en las imágenes superpuestas señalan los puntos de colocalización 
(TIFs). En el pequeño panel de la derecha se muestra una imagen amplificada de los 






















































































































































Fig. 48. (B y C) Cuantificación de H2AX y TIFs expresados como una media de la 
fluorescencia en voxels/ célula. (D) Cuantificación de TIFs expresados como el 
porcentaje de células con ≥ 5 TIFs/célula. Los datos representan la media de tres 
experimentos con >250 células cuantificadas en cada caso (†p<0.05 frente a IL-1 2,5 





5. LA VISFATINA INDUCE LA SENESCENCIA EN HUVEC INDUCIDA A 
TRAVÉS DE SU ACTIVIDAD FOSFORRIBOSIL TRANSFERASA. 
Paralelamente a los estudios con Ang-(1-7) se realizaron experimentos con la 
adipoquina visfatina, lo cual nos permitió comparar dos tipos de adipoquinas con 
acciones contrarias ligadas a enfermedades cardiovasculares y metabólicas. Con este 
propósito, se presentan a continuación los resultados derivados del análisis de los 
parámetros de senescencia previamente descritos en las HUVEC. 
 
5.1 La visfatina induce el aumento del número de células senescentes en 
cultivo de una manera dependiente de la concentración y del tiempo. 
Una vez que las HUVEC se encontraron semiconfluentes, fueron tratadas con 
distintas concentraciones de visfatina (25 ng/ml, 50 ng/ml y 100 ng/ml) durante 24 h. A 
continuación se realizó la tinción de SA--gal y se observó que la visfatina  produjo un 
aumento significativo del número de células senescentes en cultivo, de una manera 
concentración  dependiente (Fig. 49A y 49B). A la concentración umbral de 50 ng/ml 
se observó un aumento de 3,11±0.94% en el número de células senescentes  respecto 
al cultivo en condiciones basales (*p<0.05; resultados de cinco experimentos 
independientes; Fig. 49A y 49B).  
Después de obtener estos resultados, se eligió la concentración de visfatina 50 
ng/ml por ser una concentración patofisiológica representativa, y se incubaron las 
células con este tratamiento durante 24,48 ,72 y 96 h.  Al término de cada intervalo de 
tiempo, se observó que el número de células azules era mayor en función del aumento 
en el tiempo (Fig. 50). Paralelamente se utilizó el H2O2 (50 mM) como control positivo 
de la técnica, que produjo un aumento de células senescentes considerablemente 











































Fig. 49. La visfatina induce el número de células senescentes en cultivo de una 
manera dependiente de la concentración. (A) Las HUVEC fueron incubadas durante 
24 h con visfatina (50 ng/ml) y fueron teñidas para la visualización de SA--gal. 
Imágenes representativas en campo claro. 200X. (B) Las HUVEC fueron tratadas con 
visfatina a diferentes concentraciones (25 ng/ml, 50 ng/ml y 100 ng/ml) durante 24 h. 
Transcurrido ese tiempo se realizó una tinción de SA--gal y un recuento de células 
senescentes. Los resultados representan la media  EEM de cinco experimentos 
independientes y se expresan como porcentaje del efecto inducido respecto al control 
(*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 frente a condiciones basales). 





















































Fig. 50. La visfatina induce el número de células senescentes en cultivo de una 
manera dependiente del tiempo. Las células fueron tratadas con visfatina (50 ng/ml) 
a diferentes  tiempos  (24, 48, 72 y 96 h). Posteriormente se realizó una tinción de de 
SA--gal y un recuento de células senescentes. El tratamiento con H2O2 (50 mM) se 
utilizó como control positivo de la técnica. Los resultados representan la media  EEM 
de cuatro experimentos independientes y se expresan como porcentaje del efecto 





5.2 La  visfatina induce el daño en el ADN y disfunción telomérica de una 
manera dependiente de la concentración.  
Con el fin de evaluar el daño en el ADN y la disfunción de los telómeros, como 
parámetros relacionados con la senescencia y el efecto de la visfatina sobre éstos,  las 
HUVEC se estimularon con visfatina a diferentes concentraciones: 10 ng/ml, 25 ng/ml, 
50 ng/ml y 100 g/ml durante 24 h. Una vez transcurrido el tiempo de incubación, se 
realizó una doble inmunofluorescencia indirecta empleando el anticuerpo frente a TRF-
1 para evidenciar la presencia de los telómeros en los núcleos celulares. Además se 
utilizó el anticuerpo frente a H2AX para localizar el daño en el ADN. De acuerdo a la 
inmunofluorescencia, se observa que la visfatina incrementó el daño en el ADN y los 
puntos de daño telomérico de manera concentración dependiente, de manera 
semejante a lo observado en la tinción de SA--gal (Fig. 51A, 51B y 51C).  
Cabe mencionar que para la realización de los experimentos de doble 
inmunofluorescencia se utilizó como control positivo de la técnica el etopósido. Se trata 
de  un compuesto antineoplásico que produce  daño en el ADN, a través de su 
interferencia en la actividad de la topoisomerasa II. Como era de esperar, el daño en el 
ADN y los puntos de disfunción telomérica fueron considerablemente mayores que los 
































Fig. 51. La visfatina induce el daño en el ADN y disfunción telomérica de una 
manera dependiente de la concentración. Las HUVEC fueron incubadas con 
visfatina a diferentes concentraciones (10, 25, 50 y 100 ng/ml). (A) Tras 24 h se realizó 
una doble tinción de inmunofluorescencia con un anticuerpo contra H2AX (rojo), TRF-
1 (verde) y el núcleo fue contrateñido con DAPI (azul). Las flechas en las imágenes 
mezcladas señalan los puntos de colocalización (TIFs). En el pequeño panel de la 




































































































Fig. 51. (B) Cuantificación de H2AX y TIFs expresados como una media de la 
fluorescencia en voxels/ célula. (C) Cuantificación de TIFs expresados como el 
porcentaje de células con ≥ 5 TIFs/célula. Los datos representan la media de 3 
experimentos con >250 células cuantificadas en cada caso (*p<0.05, **p<0.01, 




5.3 La  visfatina induce el aumento del número de células senescentes en 
cultivo a través de su actividad nicotinamida fosforribosil transferasa 
(Nampt).  
Con el fin de correlacionar los datos obtenidos por inmunofluorescencia 
indirecta con la tinción de SA--gal, las HUVEC se trataron con visfatina (50 ng/ml) y 
NMN (100 M) durante 24 h. Una vez transcurrido este tiempo, se realizó la tinción y 
se observó que el NMN, producto de la actividad Nampt, aumentó el número de 
células azules en el cultivo de manera similar al efecto de la propia visfatina (Fig. 52). 
Por otra parte, las células fueron preincubadas con el inhibidor no competitivo 
específico de  la actividad Nampt, el APO866 (10 M)  durante 30 min y después 
estimuladas con visfatina (50 ng/ml) durante 24 h. En las células tratadas con 
APO866, existió una disminución significativa del número de células senescentes, que 
fue similar a lo observado en el tratamiento basal (Fig. 52).  
5.4 La  visfatina induce el daño en el ADN y disfunción telomérica a través de 
su actividad nicotinamida fosforribosil transferasa. 
El siguiente objetivo fue determinar si la actividad enzimática Nampt era 
también  el mecanismo responsable del daño en los telómeros y en el ADN provocado 
por la visfatina. De acuerdo a la figura 53A se puede observar que el NMN indujo, de 
una manera similar a la visfatina, el daño en el ADN y la disfunción telomérica (Fig. 
53B, 53C y 53D). El etopósido incrementó considerablemente el daño en los telómeros 
en comparación con la visfatina y el NMN (Fig. 53A, 53B, 53C y 53D). 
Las células se preincubaron con el inhibidor de la actividad Nampt, APO866 (10 
M) durante 30 min, posteriormente las células se estimularon con visfatina (50 ng/ml) 
durante 24 h. Una vez transcurrido el tiempo de incubación, se realizó la doble 
inmunofluorescencia indirecta empleando el anticuerpo frente a TRF-1 y el anticuerpo 
frente a H2AX para localizar el daño en el ADN (Fig. 54A). De acuerdo a  los 
resultados, se observó que la visfatina incrementó el daño en el ADN y los TIFs 
respecto a las condiciones basales (Fig. 54A, 54B, 54C y 54D). En presencia del 
inhibidor APO866 disminuyeron el daño en el ADN  y los puntos de disfunción 



















Fig. 52. La visfatina induce el número de células senescentes en cultivo a través 
de su actividad nicotinamida fosforribosil transferasa. Las HUVEC fueron 
preincubadas con APO866 (10 M) y estimuladas con visfatina (50 ng/ml) y NMN (100 
M). Tras 24 h se realizó una tinción de de SA--gal y un recuento de células 
senescentes. Los resultados representan la media  EEM tres experimentos 
independientes y se expresan como porcentaje del efecto inducido  respecto al control 






























Fig. 53. La visfatina induce el  daño en el ADN y disfunción telomérica a través 
de su actividad nicotinamida fosforribosil transferasa. Las HUVEC fueron 
incubadas con visfatina (50 ng/ml) y NMN (100 M).  (A) Tras 24 h se realizó una 
doble tinción de inmunofluorescencia con un anticuerpo contra H2AX (rojo), TRF-1 
(verde) y el núcleo fue contrateñido con DAPI (azul). Las flechas en las imágenes 
mezcladas señalan los puntos de colocalización (TIFs). En el pequeño panel de la 


























































































































































Fig. 53. (B y C) Cuantificación de H2AX y TIFs expresados como una media de la 
fluorescencia en voxels/ célula. (D) Cuantificación de TIFs expresados como el 
porcentaje de células con ≥ 5 TIFs/célula. Los datos representan la media de 3 
experimentos con >250 células cuantificadas en cada caso (≠p<0.05 frente a visfatina 






















Fig. 54. El inhibidor de la actividad enzimática Nampt, el APO866, evita el daño 
en el ADN y la disfunción telomérica inducida por visfatina. Las HUVEC fueron 
preincubadas con APO866 (10 M) y estimuladas con visfatina (50 ng/ml) (A) Tras 24 
h se realizó una doble tinción de inmunofluorescencia con un anticuerpo contra H2AX 
(rojo), TRF-1 (verde) y el núcleo fue contrateñido con DAPI (azul). Las flechas en las 
imágenes mezcladas señalan los puntos de colocalización (TIFs). En el pequeño panel 




































































































































Fig. 54. (B y C) Cuantificación de H2AX y TIFs expresados como una media de la 
fluorescencia en voxels/ célula. (D) Cuantificación de TIFs expresados como el 
porcentaje de células con ≥ 5 TIFs/célula. Los datos representan la media de 3 
experimentos con >250 células cuantificadas en cada caso (≠p<0.05 frente a visfatina 




5.5 La visfatina induce senescencia mediante la activación del enzima NADPH 
oxidasa. 
Después de identificar que la visfatina induce senescencia a través de su actividad 
Nampt , se exploró si la enzima NADPH oxidasa estaba implicada en dicho proceso. 
Datos previos de nuetro grupo de investigación han demostrado la capacidad de la 
visfatina para inducir la actividad de la NADPH oxidasa en HUVEC (Vallejo y Romacho 
et al, 2011). Para tal fin, se incubaron las HUVEC con el inhibidor de la NADPH 
oxidasa, apocinina (30 M), y posteriormente se estimularon con visfatina (50 ng/ml) 
durante 24 h. A continuación se observó que la visfatina indujo la senescencia  de 
manera significativa respecto al cultivo basal (Fig. 55), dicho incremento se redujo 
significativamente cuando las células se co-incubaron con apocinina (Fig. 55). La 
apocinina por si misma no modificó el número de células senescentes en comparación 
con las condiciones basales (Fig. 55).  
 
 
Fig. 55. La visfatina induce senescencia mediante la activación de la enzima 
NADPH oxidasa. Las HUVEC fueron preincubadas con apocinina (30 M) y 
estimuladas con visfatina (50 ng/ml) .Tras 24 h se realizó una tinción de de SA--gal y 
un recuento de células senescentes. Los resultados representan la media  EEM seis 
experimentos independientes y se expresan como porcentaje del efecto inducido  
























































La Ang-(1-7)  es un heptapéptido del SRA que actualmente se conoce como un 
componente biológicamente activo de este sistema (Höcht et al., 2009) y es 
considerado un antagonista fisiológico de la Ang II, pudiendo contrarrestar alguna de 
sus acciones deletéreas. A nivel cardiovascular se han reportado múltiples acciones 
benéficas de la Ang-(1-7) como: la disminución del remodelado cardiaco por 
decremento de la hipertrofia y fibrosis (Grobe et al., 2007), un efecto antitrombótico ó 
un efecto antiproliferativo al inhibir el crecimiento del músculo liso vascular 
(Kucharewicz et al., 2000; Freeman et al., 1996). Así mismo, una de las principales 
acciones de la Ang-(1-7) es su efecto vasodilatador, debido a la estimulación 
endotelial de la liberación de NO y/ó PGI2, lo cual se ha demostrado en arterias tanto 
de modelos animales (Schindler et al., 2007; Feterik et al., 2000; Santos et al., 2013; 
Osei et al., 1993; Peiró et al., 2007; Peiró et al., 2013) como humanas (Ueda et al., 
2000 y 2001) en las que se observó que redujo la vasoconstricción mediada por Ang II 
mejorando la disfunción endotelial (Schindler et al., 2007).  
Estas acciones beneficiosas de la Ang-(1-7), se han relacionado con una 
reducción del depósito de lípidos y engrosamiento de la íntima de aortas en modelos 
de ratones deficientes en ApoE que llevó a una disminución en la progresión de 
lesiones ateroscleróticas asociada a un mejoramiento de la función endotelial, dichos 
efectos fueron abolidos por antagonistas del receptor Mas y AT2 (Tesanovic et al., 
2010). A nivel renal la Ang-(1-7) se ha relacionado con un efecto protector al revertir el 
daño y la disfunción endotelial renal en modelos de ratones diabéticos tipo 2 (Moon et 
al., 2011; Benter et al., 2008) y en ratones deficientes a ApoE (Stegbauer et al., 2011). 
Recientemente también se involucró la activación del eje Ang-(1-7)/receptor Mas con 
una disminución en la adipogénesis (Than et al., 2013), con mejora de la tolerancia a 
la glucosa (Liu et al., 2012) y de la disfunción endotelial asociada a la obesidad (Beyer 
et al., 2013) así como pérdida de peso y disminución de hipertrigliceridemia (Marcus et 
al., 2013). Estas observaciones también sitúan a este péptido como una agente 








Ang-(1-7), receptor Mas e inhibición de la inducción de iNOS por estímulos 
inflamatorios dependientes e independientes del SRA en el músculo liso 
vascular humano.  
Aunque existe un número relativamente importante de trabajos explorando el 
papel vasoactivo de la Ang-(1-7), se sabe poco sobre su capacidad para contrarrestar 
la acción de agentes inflamatorios a nivel vascular. Por ello, en el presente estudio se 
emplearon dos moléculas con propiedades inflamatorias sobre las células vasculares 
humanas como son la Ang II y la citoquina IL-1 y se estudió la capacidad de la Ang-
(1-7) para contrarrestar el efecto de ambas moléculas inflamatorias.  
Así la Ang II se eligió por ser el principal componente del SRA, al que 
pertenece también la Ang-(1-7), y ser bien conocida por sus propiedades inflamatorias 
vasculares como hipertensión arterial o arterosclerosis, tal y como se ha mencionado 
con anterioridad (Sata y Fukuda, 2010). Por otra parte, se eligió la IL-1 como una 
citoquina proinflamatoria independiente de SRA, con el fin de saber si la posible acción 
antiinflamatoria de la Ang-(1-7) podría ir más allá de este sistema y, por tanto, actuar 
como una molécula antiinflamatoria con carácter más general. La familia IL-1 
comprende 11 miembros entre los cuales destacan la IL-1, IL-1y el antagonista del 
receptor de IL-1 (IL-1Ra) (Sims y Smith, 2010). Tanto IL-1 como IL-1se unen al 
receptor IL-1R tipo I (IL-1RI) asociado a la proteína accesoria del receptor IL-1 (IL-
1RAcP) formando un complejo que traduce las señales responsables de mediar las 
acciones de IL-1, por lo que IL-1 e IL-1inducen señalizaciones similares (Kopf et al., 
2010). IL-1 activa una serie de acciones que permiten la fosforilación de IB, lo que 
provoca la traslocación al núcleo y la activación de NF-B, que  modula la 
transcripción de genes y la expresión de quimioquinas, citoquinas proinflamatorias, 
moléculas de adhesión y factores estimulantes de colonias (Bujak y Frangogiannis, 
2009). IL-1Ra es un inhibidor secretado endógenamente que compite con IL-1 e IL-
1para unirse al receptor IL-1RI, lo que imposibilita que reclute a IL-1RAcP lo que 
inhibe la acción de ambas citoquinas manteniendo la homeostasis de los tejidos 
(Dinarello, 2000). En la actualidad, se han desarrollado fármacos biológicos con acción 
antiinflamatoria, como en el caso de la anakinra, que es un análogo recombinante del 
IL-1Ra humano (Fearon y Fearon, 2008). Cabe destacar que se ha detectado una alta 
expresión de IL-1 se identificó en el endotelio de vasos ateroscleróticos (Ross et al., 
1999). También se han determinado niveles elevados de ARNm de IL-1en arterias 





incrementar la expresión de IL-1Ra en placas ateroscleróticas humanas (Olofsson et 
al., 2009). En ratones deficientes a ApoE e IL-1se redujo el tamaño de las lesiones 
ateroscleróticas en un 33% lo que se asoció a una disminución de la expresión de 
VCAM-1 y MCP-1 (Kirii et al., 2003).  
 Como marcador de inflamación en el músculo liso humano en cultivo, 
utilizamos en primer lugar la inducción de la enzima iNOS cuya sobreexpresión se 
relaciona con el daño vascular. Anteriormente mencionamos que el NO es sintetizado 
a partir de la L-arginina por las distintas isoformas de NOS: de las cuales dos son 
constitutivas (nNOS y eNOS) y una isoforma inducible (iNOS). Esta última isoforma se 
expresa en respuesta a factores inflamatorios como citoquinas y endotoxinas. El factor 
de transcripción NF-B está involucrado en la expresión de iNOS inducida por 
citoquinas  (Forstermann et al., 1995; Alderton et al., 2001; Huang, 2009). Como 
hemos indicado anteriormente la producción sostenida de NO por parte de iNOS 
ejerce un efecto deletéreo, cuando el NO reacciona con el O2•_  formando ONOO
._ 
(Vásquez-Vivar, 2009). Este radical difunde rápidamente y puede alterar las proteínas 
por nitración de los residuos de tirosina y lipooxidación de los lípidos (Koppenol et al., 
1992) 
La sobreexpresión de iNOS ha sido identificada en placas ateroscleróticas 
humanas, en tanto que en arterías coronarias con aterosclerosis, se identificó la 
presencia de COX-2 (en macrófagos y células espumosas) e iNOS (macrófagos y 
células de músculo liso), la presencia de nitrotirosina (una medida indirecta de la 
producción de ONOO._) colocalizó con iNOS y COX-2 en los macrófagos (Baker et al., 
1999). Además la expresión de iNOS ha sido relacionada con la inestabilidad de la 
placa aterosclerótica y formación de trombos en pacientes con síndromes coronarios 
agudos (Depre et al., 1999). Por otra parte, los niveles TNF-, IFN-, IL-1 y la IL-6  se 
encuentran elevados en el tejido adiposo en ratones obesos, lo que sugiere que estos 
mediadores pueden en conjunto desencadenar la expresión de iNOS (Perreault y 
Marete, 2001). Varios estudios tanto in vivo como in vitro han sugerido una relación 
entre la sobreexpresión de iNOS y obesidad; así, en ratones obesos se observó un 
incremento de la expresión de iNOS y de la producción de NO en la aorta así como un 
empeoramiento de la relajación a Ach, en tanto que en ratones obesos knockout para 
iNOS se previno la resistencia a insulina (Noronha et al., 2005).  Además se ha 
reportado la inducción de iNOS en el tejido adiposo y esquelético en ratones obesos 





pancreáticos (Shimabukuro et al., 1997) y el corazón de modelos de ratas obesas 
(Zhou et al., 2000). 
En este trabajo de investigación, se pudo observar que las CMLAH estimuladas 
con Ang II ó IL-1 presentaban una clara inducción de la iNOS. La expresión de  iNOS, 
COX-2 y fosfolipasa A2 son reguladas por IL-1 (Bujak y Frangogiannis, 2009). En 
células de músculo liso vascular se observó que es necesaria la activación sostenida 
de ERK para que la IL-1 pudiera activar persistentemente a NF-B  y aumentar la 
expresión de iNOS y COX-2 (Jiang et al., 2004a). La inducción de la expresión de 
iNOS por Ang II se ha documentado tanto in vivo como in vitro. En HUVECs se 
demostró que la Ang II induce la expresión de los niveles de ARNm de iNOS a través 
del receptor AT1, en un mecanismo mediado por NF-B (Yang et al., 2006). En 
modelos de ratas trangénicas que sobreexpresan Ang II, se determinó un aumento de 
los niveles de expresión de iNOS y de estrés oxidativo en el corazón y riñones (Theuer  
et al., 2005, Sun et al., 2009). En otros estudios en células de músculo liso de aorta de 
rata y  en ratones deficientes en Apo E, se observó que la co-incubación de IL-1con 
Ang II inhibe la inducción de iNOS causada por IL-1debido a que  la Ang II atenúa la 
inducción prolongada de ERK y NF-B en un mecanismo que involucra a p38MAK  
(Jiang et al., 2004b; Xu et al., 2011). 
Utilizando losartán y anakinra, se pudo comprobar que el efecto de la Ang II 
estaba mediado por el receptor AT1 mientras que el efecto de la IL-1 se debía a la 
activación del receptor IL-1RI, tal y como cabía de esperar en ambos casos. Además 
se comprobó que la Ang-(1-7) era capaz de atenuar de manera dependiente de la 
concentración la inducción de la iNOS así como la producción de NO por parte de la 
Ang II, actuando una vez mas la Ang-(1-7) como antagonista fisiológico de la Ang II. 
Pero además cabe resaltar que la Ang-(1-7) fue capaz de reducir significativamente, la 
inducción de iNOS por una molécula inflamatoria no relacionada con el SRA, como es 
la IL-1 Esta observación pone de manifiesto que la Ang-(1-7) puede comportarse 
como una molécula antiinflamatoria más allá del SRA.  
En presencia de los antagonistas competitivos del receptor Mas, el A779 y el 
D-Pro7-Ang-(1-7), la Ang-(1-7) perdió su capacidad antiinflamatoria indicando que su 
acción estaba mediada por el receptor Mas. En cuanto a los receptores implicados en 
la acción de la Ang-(1-7), se sabe que este heptapéptido, ejerce sus acciones 
biológicas fundamentalmente a través de su unión al receptor metabotrópico Mas 





puede interactuar en menor medida  y afinidad con el receptor AT1 y AT2 (Santos et al., 
2003). También existen trabajos que relacionan la  respuesta mediada por Ang-(1-7) 
con un aumento de la producción de quininas  y la consecuente estimulación del 
receptor de BK B2 en células endoteliales de aorta bovina (Heitsch et al., 2001). La 
deleción genética del receptor Mas provoca un daño en la función cardiaca y favorece 
un estado profibrótico (Santos et al., 2006). Conjuntamente el bloqueo de este 
receptor abolió los efectos antihipertróficos de la Ang-(1-7) en cardiomiocitos (Tallant 
et al., 2005). Por lo que se ha establecido que  el receptor Mas podría tener un 
importante papel en la regulación de la función cardiaca (Castro et al., 2010). El 
bloqueo farmacológico o la deleción genética del receptor Mas también abole la 
relajación dependiente de endotelio mediada por Ang-(1-7) (Peiró et al., 2007; Peiró et 
al., 2013; Lemos et al., 2005; Santos et al., 2003). No solo eso, el bloqueo del receptor 
Mas impide la correcta relajación vascular en respuesta a vasodilatadores 
independientes de SRA como la BK o la Ach, por lo que probablemente juega un papel 
más allá de su interacción con la Ang-(1-7), lo cual ha sido previamente demostrado 
por nuestro grupo de investigación (Peiró et al., 2007; Peiró et al., 2013).  
Recientemente se demostró que este receptor se internaliza en vesículas 
intracelulares después de ser estimulado por Ang-(1-7), lo que causaría su 
desensibilización (Gironacci et al., 2011). La estructura química de la Ang-(1-7) incluye 
la siguiente secuencia de  aminoácidos: Asp-Arg-Val-Tyr -Ile-His-Pro (Schindler et al., 
2007). Se han identificado dos antagonistas del receptor Mas que contrarrestan las 
acciones de la Ang-(1-7): el A779 (Santos et al., 1994) y el D-Pro7-Ang-(1-7) (Santos et 
al., 2003), que  presentan las siguientes estructuras: Asp-Arg-Val-Tyr-Ile-His-D-Ala y  
Asp-Arg-Val-Tyr-Ile-His-D-Pro, respectivamente. Lo anterior sugiere que ambos 
antagonistas comparten una conformación similar a la Ang-(1-7), difiriendo únicamente 
en el último aminoácido, por lo que se ha demostrado que ambos compuestos 
antagonizan selectivamente las acciones mediadas por la Ang-(1-7). A este respecto, 
el tratamiento con A779 revirtió el efecto antiarrítmico (Ferreira et al., 2001) y el efecto 
antitrombótico de la Ang-(1-7) (Kucharewicz et al., 2002). Además A779 disminuyó la 
vasodilatación causada por la Ang-(1-7) en el riñón, el mesenterio y la piel (Sampaio et 
al., 2003). Por su parte el D-Pro7-Ang-(1-7) abolió el efecto antidiurético y la relajación 
dependiente de endotelio en anillos aórticos de ratón causados por la Ang-(1-7) 
(Santos et al., 2003). Algunos autores defienden que cada antagonista bloquea un 
subtipo distinto de receptor Mas, al observarse en aorta de rata una abolición de la 





A779 (Silva et al., 2007). Sin embargo, otros estudios, incluidos los de nuestro grupo, 
no parecen indicar la existencia de varios subtipos de Mas, al menos en el lecho 
vascular mesentérico de ratón (Peiró et al., 2013; Lemos et al., 2005). En esta 
investigación se demostró que el bloqueo del receptor Mas tanto por A779 como por 
D-Pro7-Ang-(1-7) abolió por completo y de manera similar, la expresión de iNOS, la 
liberación de nitritos y la actividad de la enzima NADPH oxidasa no solo con Ang II si 
no también con IL-1. Lo anterior nos indicó  el efecto antiinflamatorio de la Ang-(1-7) 
en CMLAH solo está mediado por el receptor Mas, descartando la interacción de este 
heptapéptido con un subtipo de receptor Mas. 
En concordancia con nuestros resultados, la administración de Ang-(1-7) en 
modelos de oclusión cerebral arterial permanente disminuyó los niveles de estrés 
oxidativo, de citoquinas proinflamatorias (TNF- e IL-1 y de la enzima COX-2 (Jiang 
et al., 2012) así como de los niveles de expresión de ARNm de iNOS en la corteza 
cerebral y de TNF- e IL-1en modelos de isquemia cerebral inducidos por 
endotelina-1, en acciones mediadas por el receptor Mas(Mecca et al., 2011; 
Regenhardt et al., 2013). En modelos de artritis la Ang-(1-7) y el AVE 0991, vía 
receptor Mas, disminuyeron la acumulación de neutrófilos, hipernocicepción y la 
producción de TNF-, IL-1y CXCL1 (Da silveira et al., 2010). Además en ratas que 
sobreexpresaban Ang-(1-7) sometidas a una dieta alta en grasas, se observó un 
menor peso y una disminución de los niveles de IL-1y COX-2 en el tejido adiposo así 
como un incremento de colesterol HDL (Santos et al., 2012). 
En estudios recientes se ha postulado que además del eje Ang-(1-7)/Mas, la 
ECA 2 pueden tener una influencia protectora en la aterosclerosis La ECA 2 es la 
enzima que principalmente cataliza la generación de Ang-(1-7) a partir de Ang II.  En 
este respecto,  el telmisartan (ARA) activó el eje ECA 2/Ang-(1-7)/Mas y potenció sus 
efectos antininflamatorios, lo que generó una reducción de citoquinas proinflamatorias 
como TNF-, IFN-, IL-1 e IL-6 así como un aumento de la citoquina antiinflamatoria 
IL-10 (Sukumaran et al., 2012). La activación del eje ECA 2/Ang-(1-7)/Mas atenuó la 
hipertensión cardiaca y pulmonar inducida por Ang II, al disminuir los niveles de ARNm 
de las citoquinas proinflamatorias TNF-, IL-1 e IL-6  (Sriramula et al., 2011; Shenoy 
et al., 2010). Adicionalmente la Ang-(1-7) disminuyó la inducción de iNOS y la 
expresión de nitrotirosina  causada por Ang II en ratones con diabetes tipo 2 (Moon et 





 Curiosamente y de manera contraria a los resultados obtenidos por otros 
autores, en modelos de insuficiencia renal en ratones la deficiencia del receptor Mas 
disminuyó el daño  en tanto que la infusión de Ang-(1-7) agravó la respuesta 
inflamatoria. Debido a que la Ang-(1-7) aumentó el número de leucocitos, la activación 
del NF-B  y  la expresión de citoquinas inflamatorias (Esteban et al., 2009). 
Adicionalmente, en ratas espontáneamente hipertensas (SHR), la infusión con Ang-(1-
7) no disminuyó la expresión de iNOS pero si aumentó los niveles de expresión de 
eNOS (Costa et al., 2010).  
Aún así, de los datos obtenidos en este estudio y de acuerdo con otros 
estudios podemos concluir que la Ang-(1-7) a través del receptor Mas y de manera 
concentración dependiente, disminuye la inflamación inducida por la Ang II y la IL-
1Por lo tanto, la Ang-(1-7) sería una molécula con acción antiinflamatoria vascular, 
que no sólo contrarrestaría la acción antiinflamatoria de la Ang II sino también de otras 
moléculas inflamatorias independientes del SRA. Asimismo en este trabajo de 
investigación se describe por primera vez el efecto de la Ang-(1-7) como antagonista 
de una molécula inflamatoria más allá de la Ang II.   
 
La Ang-(1-7) previene previene la inducción de iNOS por estímulos inflamatorios 
dependientes e independientes del SRA en el músculo liso vascular humano al 
inhibir la activación de la NADPH oxidasa y NF-B. 
Establecido lo anterior, se buscó identificar los mecanismo de señalización por 
medio del cual la Ang-(1-7) podría llevar a cabo su acción antiinflamatoria. Para ello 
nos centramos en la NADPH oxidasa, una enzima relacionada con la inflamación 
vascular que constituye la principal fuente de O2 en la pared de los vasos sanguíneos, 
tal y como se ha visto con anterioridad (Griendling, 2000; Rajagopalan et al., 1996; 
Touyz et al., 2002; Touyz y Schiffrin, 2001). La generación de ROS por esta enzima 
activa una amplia variedad de señales intracelulares cuya sobreexpresión da por 
resultado disfunción endotelial, proliferación de células vasculares de músculo liso, 
expresión de genes proinflamatorios y la reconstrucción de la matriz extracelular (Cai 
et al., 2003). Además se ha determinado in vivo que una deficiencia de la isoforma 
Nox4 provocó un aumento de tejido adiposo, resistencia a insulina y susceptibilidad de 
ganancia de peso en ratones (Li et al., 2012).  
  En el presente trabajo, los cultivos de CMLAH se trataron con el inhibidor 





por H2O2 y las metaproteinasas para formar un radical activo y su mecanismo de 
acción es el bloqueo de la traslocación del componente p47phox, evitando el 
ensamblaje del complejo enzimático (Stefanska y Pawliczak, 2008). El bloqueo con 
apocinina disminuyó significativamente tanto la expresión de iNOS como los niveles de 
nitritos del sobrenadante celular inducidos tanto por Ang II como por IL-1, indicando 
una importante participación de la NADPH oxidasa en la inducción de iNOS por ambas 
moléculas. De hecho, cuando se determinó la actividad de la enzima NADPH oxidasa 
por el método de quimioluminiscencia, se observó que tanto la Ang II y la IL-1 
aumentaron la actividad de esta enzima. 
En concordancia con esta observación, Kaur y colaboradores determinaron que 
la IL-1 aumentaba la actividad de la NADPH oxidasa en células de músculo liso de 
arterias coronarias humanas y la producción de especies reactivas de oxígeno (Kaur 
et al., 2002). También se ha determinado que la IL-1 aumenta la expresión de la 
subunidad p22phox y la producción de anión superóxido en arterias de resistencia 
(Jiménez-Altayó et al., 2006). También de manera semejante a los resultados 
obtenidos, se ha demostrado que concentraciones fisiopatológicas relevantes  de Ang 
II aumenta la actividad de la NADPH oxidasa en células de músculo liso vascular de 
rata (Griendling et al., 1994).  
Por otra parte, la disminución de la inducción de iNOS por apocinina en los 
cultivos de CMLAH coincidió cuantitativamente con la observada cuando las células 
fueron tratadas con Ang-(1-7). Asimismo, se determinó que la actividad NADPH 
oxidasa inducida por Ang II e IL-1 en CMLAH se redujo marcadamente en presencia 
de Ang-(1-7). 
De con estas observaciones, se ha demostrado que la ECA 2 a través de un 
mecanismo implicado con la acción de la Ang-(1-7), puede atenuar la inducción de la 
NADPH oxidasa y por lo tanto la producción de especies reactivas de oxígeno (Lovren 
et al., 2008) en ratones con deleción de ECA 2 y en células endoteliales. En ratones 
deficientes de ECA 2 se observó que la Ang II indujo un aumento de ARNm de 
citoquinas inflamatorias (como la IL-1) y quimioquinas, lo que se asoció con el 
aumento de peróxido producido por la NADPH oxidasa y la activación de la vía Akt-
ERK-eNOS; además que se observó una reducción en plasma de los niveles de Ang-





Asimismo, en células glomerulares y mesangiales de modelos de ratones 
diabéticos tipo 2, la Ang-(1-7) atenuó la inducción de la NADPH oxidasa y el aumento 
de la subunidad p47phox causada por Ang II, en una acción mediada por el receptor 
Mas (Moon et al., 2011). En células endoteliales, la Ang-(1-7), vía receptor Mas, 
inhibió la fosforilación de c-Src y ERK 1/2  y la actividad de la NADPH oxidasa 
estimulada por Ang II (Sampaio et al., 2007b). Además la Ang-(1-7) disminuyó los 
niveles elevados de actividad de la NADPH oxidasa y atenuó la activación la expresión 
de ARNm de Nox4 en el riñón de ratas diabéticas SHR, mejorando la disfunción 
endotelial de la arteria renal (Benter et al., 2008). En adipocitos la activación del eje 
Ang-(1-7)/Mas disminuyó los niveles de ARNm de la NADPH oxidasa, mejoró el 
metabolismo de la glucosa e indujo la expresión de adiponectina (Liu et al., 2012). La 
deleción del receptor Mas  en ratones aumentó la expresión de la subunidad gp91phox 
de la NADPH oxidasa y la disfunción endotelial (Xu et al., 2008). En tanto que la 
deleción de ECA 2 incrementó la expresión de Ang II y la activación de p47phox  y por 
lo tanto de la NADPH oxidasa; mientras que la infusión de Ang-(1-7) disminuyó la 
actividad de la enzima (Bodiga et a., 2011). En relación a esto, en el núcleo renal la 
activación del eje ECA 2/Mas disminuyó la actividad de la vía Ang II/AT1 en la 
generación de ROS derivadas de la NADPH oxidasa (Gwathmey et al., 2010). En un 
modelo de síndrome metabólico la infusión crónica de Ang-(1-7) en el tejido adiposo 
blanco, disminuyó la actividad de la NADPH oxidasa y mejoró la resistencia a insulina 
(Marcus et al., 2013); en tanto que en un modelo de obesidad, la administración de 
Ang-(1-7) mejoró la función endotelial y disminuyó la expresión de las subunidades 
p22phox y p47phox de la enzima NADPH oxidasa (Beyer et al., 2013).  
En las CMLAH utilizadas en el presente estudio la inhibición de la actividad 
NADPH oxidasa inducida por Ang-(1-7) se abolió al antagonizar farmacológicamente 
el receptor Mas. Diversos autores han reportado que el efecto de la Ang-(1-7) sobre la 
NADPH oxidasa es mediado por el receptor Mas (Sampaio et al., 2007b; Liu et al., 
2012; Xu et al., 2008; Gwathmey et al., 2010). Contrariamente a los resultados 
obtenidos, en aorta de rata la Ang-(1-7) bloqueó la producción de O2 generada por Ang 
II, a través de un mecanismo que involucró al receptor AT1 y no al receptor Mas ni a la 
enzima NADPH oxidasa (Polizio et al., 2007). Conjuntamente en un modelo de 
isquemia reperfusión, se observó que a concentraciones farmacológicas la Ang-(1-7) 
aumentó la expresión de receptores AT1 y a través de este receptor, produjo un 
aumento de la actividad de NADPH oxidasa  en el corazón. En tanto que en 





(Oudot et al., 2005). Otro estudio sugiere que la Ang-(1-7) estimula el estrés oxidativo 
en el riñón de rata (Gonzales et al., 2002). 
Puesto que las acciones inflamatorias de Ang II e IL-1, están mediadas por la 
activación del factor de transcripción NF-B, se decidió explorar también el papel de la 
Ang-(1-7) sobre la inducción de este factor en las CMLAH. En los resultados obtenidos 
indicaron que el inhibidor de NF-B, PDTC, abolió por completo la expresión de iNOS 
causada por Ang II e IL-1indicando la implicación de este factor de transcripción en 
la respuesta inflamatoria a ambas moléculas. De hecho, empleando la técnica de 
EMSA, se confirmó la capacidad de la Ang II e IL-1 para inducir la translocación 
nuclear del factor NF-B y su unión a secuencias específicas de ADN. Además se 
comprobó que la incubación de estas moléculas con apocinina y PDTC disminuyó la 
activación del factor de transcripción, lo cual por una parte confirmó la validez de 
PDTC como inhibidor de NF-B y, por otra, indicó que la NADPH oxidasa es necesaria 
para la activación de NF-B tanto por Ang II como por  IL-1en las CMLAH. 
Por otra parte, la co-incubación con Ang-(1-7) demostró la capacidad de este 
heptapéptido para reducir la inducción de NF-B provocada por Ang II e IL-1Este 
efecto de la Ang-(1-7) era dependiente de la activación del receptor Mas, ya que se 
abolió en presencia de antagonistas competitivos de dicho receptor. En este contexto, 
existen muchas evidencias que relacionan la activación de NF-B con la respuesta 
inflamatoria, el crecimiento celular y la apoptosis, lo que lo vincula con enfermedades 
con un contenido inflamatorio. Las citoquinas proinflamatorias y quimioquinas entre las 
que se incluyen el TNF-, IL-1 (IL-1, IL-6, el lipopolisacárido, ROS  y la Ang II son 
inductores de NF-B (Li y Zhou, 2008). En relación y concordancia con nuestros 
resultados, en un modelo de hipertensión severa asociada con nefropatía y resistencia 
a insulina en ratas, la infusión de Ang-(1-7) redujo los niveles de TNF-e IL-6 y de NF-
B (Giani et al., 2011). En modelos de ratas diabéticas SHR e isquemia cardiaca, la 
administración de Ang-(1-7) disminuyó la actividad de NF-B y la expresión de 
citoquinas como IL-6 e IL-1  y de Ang II, lo que sugiere un efecto cardioprotector de la 
Ang-(1-7), lo cual fue revertido por el A779 (Al-Maghrebi et al., 2009). La activación del 
eje Ang-(1-7)/Mas atenuó la activación de NF-B y la activación de MAPK generada 
por Ang II en células mesangiales, disminuyendo el daño renal (Moon et al., 2011). 
Conjuntamente la infusión de Ang-(1-7), a través del receptor Mas, en modelos de 
isquemia cerebral en ratas suprimió la activación de NF-B, la expresión de citoquinas 





Por otra parte, en modelos murinos de asma el eje Ang-(1-7)/Mas, disminuyó la 
fosforilación de ERK1/2 e IB- lo que disminuyó a su vez la activación de NF-B (El-
Hashim et al., 2012). En un modelo de síndrome metabólico el tratamiento crónico con 
Ang-(1-7) provocó una atenuación de la infiltración de macrófagos en el tejido adiposo 
blanco que se asoció con una reducción de los niveles de la proteína pP65 en el tejido 
adiposo epididimal, lo que generó  una menor activación de NF-B (Marcus et al., 
2013). Por otra parte, y de manera contraria a estas evidencias, en el riñón la Ang-(1-
7) exhibió propiedades proinflamatorias, vía receptor Mas, a través del estimulación de 
NF-B y de la sobreexpresión de mediadores inflamatorios como MCP-1  e IL-6 

























Fig. 56. Esquema resumen de la actividad antiinflamatoria de la Ang-(1-7) a 
través del receptor Mas sobre las CMLAH. La Ang-(1-7), a través de la unión al 
receptor Mas, disminuye las acciones deletéreas de la Ang II e IL-1 mediante la 
atenuación de la enzima NADPH oxidasa y el factor de transcripción NF-B; lo que 






De todo lo anterior podemos concluir, que la Ang-(1-7) atenúa la activación de 
la NADPH oxidasa y  NF-B y por lo tanto disminuye la expresión de iNOS y la 
liberación de NO inducida por Ang II e IL-1en CMLAH a través del receptor 
metabotrópico Mas. Estas acciones señalan a la Ang-(1-7) como una molécula 
potencialmente relevante en la modulación y prevención del estado inflamatorio 
vascular (Fig.56). 
Ang-(1-7), receptor Mas e inhibición de la inducción de moléculas de adhesión 
celular por estímulos inflamatorios dependientes e independientes del SRA en el 
endotelio humano: papel de la NAPDH oxidasa.  
Una vez determinado el efecto antiinflamatorio  de la Ang-(1-7) en el músculo 
liso vascular, quisimos comprobar si este heptapéptido era capaz de reducir la 
activación de las células endoteliales humanas en respuesta a estímulos relacionados 
directamente o no con el SRA. Para ello, se eligió como marcador de activación 
endotelial las moléculas de adhesión celular ICAM-1 y VCAM-1. 
Tanto ICAM-1 como VCAM-1 pertenecen a las superfamilia de las 
inmonoglobulinas que comprenden a las moléculas de adhesión. Como hemos 
mencionado anteriormente, estas moléculas regulan la adhesión y la migración 
transendotelial de los leucocitos (Blake y Ridker, 2001). Los macrófagos y las células 
endoteliales producen ICAM-1 en respuesta a citoquinas inflamatorias como IL-1, 
TNF- e IFN-(Davies et al., 1993); en tanto que VCAM-1 es producida por las células 
endoteliales y su expresión es regulada transcripcionalmente (Collins et al., 1995). La 
baja disponibilidad de NO puede llevar a la sobreexpresión de VCAM-1 en células 
endoteliales a través de la inducción de NF-B (Khan et al., 1996). También estas 
moléculas pueden aumentar su expresión por ROS, CRP, el ligando CD40, el receptor 
LOX-1 (Szmitko et al., 2003). La expresión de VCAM-1 antecede el reclutamiento de 
macrófagos y linfocitos-T en la placa de ateroma por lo que media el reclutamiento en 
las lesiones tempranas en modelos animales de aterogénesis (Cybulsky y Gimbrone, 
1991). ICAM-1 se expresa en la vasculatura periférica y su expresión está implicada 
con lesiones ateroscleróticas maduras (Rao et al., 2007). 
Una vez que la expresión de estas moléculas es activada y cumplen con su 
función, se liberan de la superficie de las células endoteliales y leucocitos y su nivel en 





disfunción endotelial e inflamación vascular y el desarrollo de enfermedades 
cardiovasculares Puesto que estas moléculas están involucradas en las etapas 
iniciales de la aterogénesis, la determinación de sus valores en plasma ha ayudado a 
predecir el riesgo cardiovascular en pacientes sanos. Niveles elevados de VCAM-1 
solubles pueden predecir el riesgo de muerte en pacientes con enfermedad arterial 
coronaria (Blankemberg et al., 2001) y diabetes tipo 2 (Stehouwer et al., 2002). Por 
otra parte los niveles de ICAM-1 en plasma  de pacientes sanos predijeron el riesgo de 
enfermedad arterial periférica (Pradhan et al., 2002) e infarto al miocardio (Ridker et 
al., 1998). Además se ha observado un aumento de los niveles circulantes de VCAM-
1, ICAM-1 y E-selectina en pacientes obesos hipertensos y normotensos, que a su vez 
se relaciona con un aumento de LDL (Ferri et al., 1999) El aumento la concentración 
en plasma de VCAM-1 soluble  también se ha correlacionado con la 
hipercolesterolemia en humanos (Hackman et al., 1996). En tanto que la adipoquina, 
adiponectina conocida por su papel antinflamatorio, disminuye la expresión  de ICAM-
1, VCAM-1 y E-selectina, atenuando la inducción de NF-B (Van Gaal et al., 2006). 
En los resultados obtenidos en el presente estudio se observó que la Ang II 
estimuló la expresión de las moléculas de adhesión ICAM-1 y VCAM-1. Existen varios 
estudios que coinciden con nuestros resultados y demuestran que la Ang II, vía el 
receptor AT1, induce la expresión de VCAM-1, ICAM-1 así como de E y P-selectina en 
células endoteliales y musculares lisas tanto in vivo como in vitro (Tummala et al., 
1999; Pastore et al., 1999). En tanto que Pueyo y colaboradores, determinaron que la 
Ang II induce  la producción de estrés oxidativo en las células endoteliales lo que 
estimula la degradación de IB y la activación de NF-B, que aumenta la expresión de 
VCAM-1 (Pueyo et al., 2000). Además se ha demostrado que la Ang II favorece el 
reclutamiento de leucocitos en las arteriolas y vénulas mesentéricas a través del 
incremento de la expresión de diferentes quimioquinas como MCP-1 (Mateo et al., 
2006), mediado por la activación de TNF- e IL-4 (Mateo et al., 2007).  
Mientras que en las células estimuladas con IL-1 también se observó un 
aumento de la expresión tanto de ICAM-1 como de VCAM-1 empleando el citómetro 
de flujo. Como es conocido la IL-1 es una citoquina involucrada en el desarrollo de 
enfermedades cardiovasculares como la aterosclerosis. En las células de músculo liso 
la IL-1 incrementó la adhesión de monocitos y neutrófilos mediante la inducción de 
ICAM-1, VCAM-1 y E-selectina de una manera tiempo y concentración dependiente 





AMPc, el cual puede regular factores de transcripción como NF-B (Braun et al., 
1997). En HUVEC se determinó que la IL-1 aumenta la expresión de  estás 
moléculas mediante la activación de  NF-B (Cobb et al., 1996). 
Prosiguiendo con la hipótesis del trabajo las HUVEC estimuladas con Ang II e 
IL-1 fueron coincubadas con Ang-(1-7), observándose una disminución de los niveles 
de expresión de ICAM-1 y VCAM-1. Además, el antagonista A779 abolió dicha acción 
de la Ang-(1-7), lo cual confirmó que también en las células endoteliales humanas la 
acción antiinflamatoria de la Ang-(1-7) eran mediada por el receptor Mas. En 
concordancia con nuestros resultados,  en HUVEC (línea celular EA.hy926) la Ang-(1-
7), a través del receptor Mas, reguló la inducción de la expresión de VCAM-1  
provocada por Ang II mediante la atenuación de la translocación al núcleo del  NF-B 
(Zhang et al., 2013). Adicionalmente, en HUVECs la  Ang-(1-7) inhibió la secreción de 
MCP-1 e ICAM-1 estimulada por Ang II, de una manera concentración dependiente 
(Liang et al., 2009). En otro estudio la Ang II, a través del receptor AT1, aumentó la 
adhesión de monocitos en HUVECs, lo cual fue bloqueado por la Ang-(1-7) en una 
acción mediada por el receptor Mas (Thatcher et al., 2011). 
Además se ha demostrado que una deficiencia genética de ECA 2, la enzima 
que convierte Ang II en Ang-(1-7), en ratones knockout para ApoE aumenta la 
inflamación vascular y la aterosclerosis, lo que se evidenció por un incremento de la 
expresión de VCAM-1, citoquinas (TNF e IL-6) quimioquinas (MCP-1) y MMPs 
(Thomas et al., 2010). Puesto que  una deficiencia de ECA 2 se ha relacionado con un 
aumento de la expresión de Ang II tanto en tejidos como en plasma, lo anterior indica 
que la regulación de esta enzima puede tener un papel en el desarrollo de 
aterosclerosis. En relación a lo anterior, en macrófagos de ratones deficientes en ECA 
2 se incrementó la secreción de Ang II y se favoreció un aumento de la adhesión de 
monocitos a HUVEC (Thatcher et al., 2011), así como un aumento en la expresión de 
VCAM-1 y citoquinas como TNF-, CCL2 e IL-6 (Thomas et al., 2010). 
No hay hasta la fecha evidencias en la literatura que correlacionen la inducción 
de moléculas de adhesión por parte de la IL-1  y el efecto de  la Ang-(1-7). Sin 
embargo, se demostró que la administración de Ang-(1-7) o su análogo sintético AVE 
0991, a través del receptor Mas, disminuyeron el rodamiento y la adhesión de 
leucocitos del endotelio microvascular a los sitios de inflamación en un modelo de 
artritis,  lo cual a su vez se acompañó con una disminución de la expresión de IL-1y 





expresión de la IL-1 y por lo tanto sus acciones entre las que se encuentran el 
aumento de las moléculas de adhesión. En cualquier caso, los resultados obtenidos en 
el presente trabajo demuestran que, también en células endoteliales, la Ang-(1-7) es 
una molécula capaz de regular a la baja la activación celular, actuando no sólo como 
antagonista fisiológico de la Ang II sino también de otras moléculas mediadoras de 
inflamación y no relacionadas directamente con el SRA. Esto sugiere que la Ang-(1-7) 
podría favorecer la disminución de la adhesión leucocitaria en la aterosclerosis 
posiblemente a través de la regulación de las moléculas de adhesión 
En función de los resultados obtenidos, se determinó analizar el mecanismo 
por el cual la Ang-(1-7) podría disminuir la expresión de moléculas de adhesión celular 
en el endotelio humano. Hemos visto anteriormente que la NADPH oxidasa juega un 
importante papel en la reducción de la inflamación mediada por Ang-(1-7) en las 
CMLAH. Por ello, se decidió estudiar si esta enzima era también modulada por Ang-(1-
7) en los cultivos de HUVEC. En este sentido, se observó en primer lugar que el 
inhibidor de la enzima NADPH oxidasa, apocinina, reducía la expresión de ICAM-1 y 
VCAM-1 inducida tanto por Ang II como por IL-1. Por lo tanto se concluyó que la Ang 
II y la IL-1 podrían inducir la expresión de las moléculas de adhesión por medio de la 
activación de la enzima NADPH oxidasa. 
En efecto, la producción de ROS juega un papel importante en la regulación de 
la expresión de las moléculas de adhesión en la superficie celular, debido a que puede 
activar factores de transcripción como el NF-B y la sobreexpresión de ICAM-1 y 
VCAM-1 que contienen promotores que reconocen sitios para este factor de 
transcripción (Iademarco et al., 1992). Uno de esos mecanismos de producción de 
ROS en las células endoteliales lo constituye la enzima NADPH oxidasa  que es una 
importante fuente intracelular de O2•_. De manera semejante a los resultados 
obtenidos, en células endoteliales de aorta humana, se determinó que el tratamiento 
con DPI (inhibidor de la NADPH oxidasa)  inhibió la expresión de ARNm de VCAM-1 e 
ICAM-1 en respuesta a mediadores proinflamatorios como el TNF-, IL-1 y el 
lipopolisacárido (Tummala et al., 2000). En otros estudios en HUVECs estimuladas 
con TNF-e IL-1, la incubación con PDTC (inhibidor de NF-B)  y apocinina 
disminuyó la expresión de VCAM-1 (Weber et al., 1994; Marui et al., 1993).  
Es conocido que la producción de ROS está involucrada en los efectos 
proinflamatorios de la Ang II en las células vasculares. En relación  a esto y en 





de la NADPH oxidasa lo que contribuyó al aumento de la expresión de ICAM-1, 
filtración de leucocitos e hipertrofia vascular en ratas in vivo. Para ello se empleó un 
inhibidor de la subunidad gp91 de la NADPH oxidasa que fue coinfundido  junto con la 
Ang II, lo que generó una reducción de la producción de O2•_, (Liu et al., 2003). En 
otros experimentos el uso de apocinina por 14 días disminuyó la expresión  endotelial 
de ICAM-1 y VCAM-1  en un modelo de remodelado arterial en conejo, además de 
reducir la producción de O2•_ y mejorar la relajación dependiente de NO (Chan et al., 
2007). Todo lo anterior confirma que la producción de O2•_, por la  NADPH oxidasa está 
involucrada en la expresión de las moléculas de adhesión (ICAM-1 y VCAM-1) 
provocada por la Ang II e IL-1 en un mecanismo posiblemente mediado por NF-B, 
debido  a que varias de las acciones mediadas por estos estímulos están relacionadas 
con la activación este factor de transcripción. A este respecto en estudios previos de 
nuestro grupo de investigación se determinó también que IL-1 a través de la 
activación de eje ERK1/2/NF-B se incrementó la expresión de VCAM-1pero de no 
ICAM-1 en HUVEC (Azcutia et al., 2010).  
Por otra parte y aunque en el presente estudio no se pudo determinar 
directamente la inhibición de la actividad NADPH oxidasa por Ang-(1-7), existen 
diversos datos en la literatura científica que demuestran que este heptapéptido inhibe 
la generación de ROS por NADPH oxidasa en células endoteliales. Así, el eje Ang-(1-
7)/receptor Mas regula negativamente al eje Ang II/AT1 en HAEC causando una 
disminución de la actividad de la NADPH oxidasa  y de la generación de ROS 
(Sampaio et al., 2007b). En base a estos estudios, cabe proponer que la Ang-(1-7) 
podría disminuir la inducción de moléculas de adhesión en HUVEC mediante la 
inhibición de la NADPH oxidasa, enzima  que, como hemos visto anteriormente, es 
fundamental para la expresión de ICAM-1 y VCAM-1 inducida tanto por Ang II como 
por IL-1Son necesarios, sin embargo, algunos experimentos adicionales que 
demuestren en nuestros propios cultivos y condiciones experimentales que la Ang-(1-



















Fig. 57. Esquema resumen del mecanismo propuesto para la disminución de la 
expresión de ICAM-1 y VCAM-1  mediada por la Ang-(1-7) a través del receptor 
Mas sobre las HUVEC. La Ang-(1-7), a través de la unión al receptor Mas, disminuye 
la expresión de ICAM-1 y VCAM-1 inducidas por la Ang II e IL-1 mediante la 
atenuación de la enzima NADPH oxidasa. 
 
La  Ang-(1-7) disminuye el daño en los telómeros y atenúa la senescencia 
inducida por Ang II e IL-1 a través del receptor Mas en HUVEC. 
La senescencia se relaciona con una habilidad limitada de las células para 
dividirse que se asocia a una serie de cambios fenotípicos en la morfología y función 
celular además de la expresión de genes que pueden ser marcadores de dicho 
proceso (Campisi y D’Adda di Fagagna, 2007). Es conocido que el estrés oxidativo 
está implicado en la patogénesis de enfermedades cardiovasculares como la 
aterosclerosis y la producción incontrolada de ROS genera daños en las células 
endoteliales que pueden desencadenar senescencia (Chen y Goligorsky, 2006).  Los 
ROS y la inflamación son factores que pueden ocasionar el acortamiento de los 
telómeros que se asocia a la senescencia replicativa (Allsopp et al., 1992). En tanto 
que la senescencia prematura inducida por diversos tipos de estrés, como el oxidativo, 
genera daño en el ADN de manera que puede ser independiente de los telómeros 
(Suzuki y Boothman, 2008). El fenotipo senescente en las células endoteliales se ha 
relacionado con el desarrollo de la disfunción endotelial caracterizada por una 
disminución de la producción de NO (Sato et al., 1993) y cambios en la expresión de 





endoteliales senescentes en sitios propensos al desarrollo de ateromas tanto en 
modelos humanos (Minamino et al., 2002 y 2003) como de animales (Fenton et al., 
2001). Aunado a esto, se determinó que el aumento de la senescencia endotelial en 
placas ateroscleróticas es favorecido por un incremento de ROS, lo que sugiere su 
implicación en el desarrollo de enfermedades cardiovasculares asociadas a la 
senescencia (Voghel et al., 2007). Como se ha mencionado la senescencia se asocia 
a daño en el ADN y, en relación a esto, en placas ateroscleróticas humanas se 
observó un aumento de daño en el ADN así como un incremento de los niveles de p53 
y enzimas de reparación de daño (Martinet et al., 2002). Adicionalmente se ha 
relacionado el acortamiento de los telómeros con un aumento del riesgo de prematura 
morbilidad y mortalidad asociada a patologías cardiovasculares, lo que confiere una 
gran importancia al estudio de la senescencia (Cawthon et al., 2003; Brouilette et al., 
2003). 
Por todo esto, quisimos explorar si en las células endoteliales humanas, y 
además de su papel modulador de la expresión de moléculas de adhesión celular, la 
Ang-(1-7) podía ejercer un papel antisenescente entendido a su vez como un papel 
protector vascular. En los experimentos realizados en HUVEC, se observó que la  Ang 
II inducía daño en los telómeros, lo que se demostró por un aumento de los puntos de 
daño asociados al ADN mediante la técnica de doble inmunofluorescencia indirecta. 
Este dato fue acompañado por un aumento de células positivas a la tinción de SA-
Gal provocada por este estímulo, lo que en conjunto denota  un estado senescente 
de las células.  
En varios estudios se ha relacionado la Ang II con la inducción de la 
senescencia en varios tipos celulares, que concuerda con lo observado en los 
resultados obtenidos. Como se ha explicado, la producción exagerada de ROS por 
agentes vasoactivos como la Ang II a través de la activación de la NADPH oxidasa, 
generan  un estado de estrés oxidativo, lo que se ha implicado con la aparición de 
patologías cardiovasculares (Amanso y Griendling, 2012). A su vez, la producción de 
ROS puede inducir o acelerar el desarrollo de senescencia celular (Toussaint et al., 
2002). A este propósito, se ha demostrado que la Ang II en células de músculo liso 
humanas induce senescencia de 2 maneras dependientes de daño en el ADN: por la 
vía de senescencia asociada a estrés mediante la formación de ROS derivada de la 
activación de la NADPH oxidasa y por senescencia replicativa relacionada con un 
desgaste en los telómeros en células expuestas a un tratamiento prolongado con Ang 





Respecto a las vías de señalización implicadas en la senescencia inducida por 
Ang II, se ha determinado en células mesengiales glomerulares un acortamiento del 
tamaño de los telómeros así como un aumento de la expresión de p53 y p21 lo que 
conllevó a una parada del ciclo celular que desencadenó la senesencia (Feng et al., 
2011); en tanto que un modelo de ratón con aterosclerosis se observó una elevación 
de la expresión de p21 en células de músculo liso tratadas con Ang II (Kunieda et al., 
2006). En HUVEC se observó que la Ang II produjo un aumento de senescencia a 
través de la  inducción de ERK y una reducción de la proteína Bcl-2, la cual se ha 
relacionado con una inhibición de la senescencia y la apoptosis (Shan et al., 2008). En 
células mesangiales humanas la Ang II activó a STAT1 que es una proteína 
proapotótica y antiproliferativa que induce la expresión de p21 y p27 (Jiao et al., 
2012a). Por otra parte la activación de PPAR previno la senescencia prematura a 
través de la sobreexpresión de la fosfatasa y homóloga de tensina eliminada del 
cromosoma 10 (PTEN) y la consiguiente modulación de la ruta PI3/Akt favoreciendo la 
redución de ROS en células de músculo liso (Kim et al., 2011). 
En contraparte se observó que el tratamiento con losartán (Feng et al., 2011; 
Jiao et al., 2012b) y pioglitazona (Imanishi et al., 2008) disminuyó la senescencia 
causada por Ang II, lo sugiere la implicación del receptor AT1 en este proceso. En 
tanto que  la señalización mediada por el receptor AT2 previno la senescencia vascular 
a través de dos mecanismos: estimulando la expresión de la enzima sensitiva a metil 
metanosulfonato-2 (MMS2) que previene el daño en el ADN y contrarrestando las 
acciones del receptor AT1 (Min et al., 2007; Min et al., 2008; Min et al., 2012). El 
resveratrol, que es un polifenol abundante en el vino tinto, redujo la senescencia (Ichiki 
et al., 2012)  por un aumento en la expresión de SIRT1 mediada por PPAR en células 
de músculo liso (Kim et al., 2012). Al llegar a este punto  remarcaremos la importancia 
de la proteína SIRT1 en el proceso senescente. SIRT1 es una proteína desacetilasa 
tipo III dependiente de NAD+, que actúa como un regulador de las funciones celulares 
incluyendo el envejecimiento, el ciclo celular, metabolismo y apoptosis a su vez que 
interactúa con p53, NF-B, y otros factores de transcripción (Michan y Sinclair, 2007; 
Gallí et al., 2011). Además SIRT1 actúa como un protector vascular, mejorando la 
relajación dependiente de endotelio a través de la activación de la eNOS 
(Mattagajasingh et al., 2007) y disminuyendo la expresión de los receptores AT1 de 
Ang II, lo que a su vez tiene implicaciones en la senescencia (Miyazaki et al., 2008). 
Adicionalmente SIRT1 está relacionada con la disminución de estrés oxidativo y 





En contraste, una disminución de la expresión de SIRT1 aceleró el proceso 
senescente inducido por alta glucosa en células endoteliales (Balestrieri et al., 2008).  
También en esta investigación se observó que la IL-1 incrementó el daño en 
el ADN y el número de células senescentes determinado por la técnica de SA-Gal. La 
inflamación crónica mediada por la citoquina proinflamatoria IL-1 está involucrada en 
el desarrollo de enfermedades cardiovasculares y la obesidad. En células de músculo 
liso y endoteliales de aorta humana, la adición de IL-1 se tradujo en una disminución 
de la proliferación celular (Sawada et al., 1990). Aún no se conoce demasiado los 
mecanismos implicados en la inducción de senescencia por IL-1. Se ha determinado 
que IL-1, favoreció el aumento de senescencia en osteoblastos mediada por la 
activación de NF-B que disminuyó mediante el tratamiento con hemooxigenasa-1 
(HO-1), lo que sugirió la relación con estrés oxidativo (Clérigues et al., 2012). En 
condrocitos humanos la IL-1indujo senescencia a través de la activación de la vía 
p53/p16/pRb así como una prolongada activación de MAPK/p38 (Dai et al., 2006).  
Además de lo mencionado anteriormente, el fenotipo secretor asociado a 
senescencia se caracteriza por una abundante expresión por parte de las células 
senescentes de quimioquinas, MMPs y citoquinas como la IL-1 IL-1e IL-1) que se 
implican en la respuesta inflamatoria (Rodier et al., 2009). En este contexto tanto la IL-
1e IL-1son secretadas por las células senescentes en menores niveles en 
comparación con la IL6 e IL-8 (Lin y Karin, 2007). La IL-1 e IL-1comparten ciertas 
acciones medidas por el mismo receptor (IL-1R1), las cuales son prevenidas por IL-1ra 
que también se une a IL-1R1 (Sims y Smith, 2010). En relación a esto los niveles de 
IL-1 se encuentran aumentados y son regulados postranscripcionalmente en HUVEC 
senescentes (Garfinkel et al., 1994), es por ello que su sobreexpresión se propuso 
como un marcador característico de senescencia endotelial (Mariotti et al., 2006). En 
contraparte, en HUVEC senescentes  no se encontró una alteración de  los niveles de 
ARNm de IL-1 (Mariotti et al., 2006). En tanto que en células sinoviales senescentes 
estimuladas con IL-1se determinó un aumento de la expresión de IL-6, IL-8, VEGF y 
PGE2 así como un incremento en la expresión de receptores de IL-1 en comparación 
con células presenescentes (Park et al., 2012). Mientas que en fibroblastos humanos 
senescentes aumentaron los niveles de IL-1e IL-1en tanto que esta última reguló 
la expresión de IL-6 e IL-8 a través de NF-B (Orjalo et al., 2009). En células 
senescentes de fibroblastos embrionarios de ratón se incrementó la expresión de 





aumento de p16 (Uewaka et al., 2004). Estos resultados sugieren que la IL-1IL-1e 
IL-1) favorece el estado inflamatorio no solo por sí misma, si no también por inducir la 
expresión de otras moléculas inflamatorias o por un aumento de su expresión en las 
células senescentes.  
En contraste, se determinó que la disminución de IL-1ra en HUVEC redujo su 
proliferación mientras que su sobreexpresión promovió la actividad de CDK2 y la 
fosforilación de pRb que permitió la transición del ciclo de la fase G1 a la S, 
favoreciendo la proliferación celular (Dewberry et al., 2008). Paralelamente en 
fibroblastos de ratones deficientes en IL-1ra se observó un una disminución en la 
proliferación y aumento de la senescencia, así como una activación de la vía 
MAPK/p38  (Uewaka et al., 2004). Lo anterior apunta a que la inhibición de IL-1 (IL-1 
e IL-1o la sobreexpresión de IL-1ra es una manera potencial de reducir la 
senescencia inducida por esta citoquina. Dado que la inducción de las acciones de IL-
1involucra a NF-B, la inhibición de la actividad IKK/ NF-B redujo la senescencia 
celular y el daño por estrés oxidativo en el ADN; lo que vincula el estrés oxidativo con 
daños celulares a largo plazo (Tilsta et al., 2012).  Por lo tanto la inhibición de NF-B, 
también podría reducir el efecto senescente e inflamatorio de IL-1 o incluso de otras 
citoquinas que involucren la activación de este factor de transcripción. A este respecto, 
existen otras citoquinas proinflamatorias que han inducido senescencia como el IFN-
(Pammer et al., 2006), IFN- Kim et al., 2009b) y TNF-(Breitschopf et al., 2001). 
Los datos obtenidos indican que las acciones de la Ang II e IL-1sobre la 
inducción de daño en el ADN y senescenciafueron prevenidas parcialmente cuando 
las HUVEC se trataron con Ang-(1-7) cuyo efecto fue revertido por el A779, lo que 
señala la implicación del receptor Mas en la prevención de senescencia. Existe muy 
poca evidencia que indique la relación entre Ang-(1-7) y senescencia sin embargo, 
algunos datos pueden respaldar el efecto observado (Fig. 58). El envejecimiento y la 
senescencia implican procesos  que limitan la proliferación celular, en humanos con 
avanzada edad se ha detectado un aumento de células con características 
senescentes, a esto hay que añadir que las enfermedades cardiovasculares como la 
aterosclerosis también están relacionadas con el envejecimiento (Kong et al., 2011).  
Respecto a lo anterior se determinó que la vasodilatación mediada por Ang-(1-7) fue 
menor en el cuerpo cavernoso de ratas viejas que en jóvenes; lo que se revirtió con 
una preincubación con Ang-(1-7), que a través del receptor Mas, atenuó la 





contrario en arterias de ratas viejas se conservó el efecto vasodilatador de Ang-(1-7) 
mediado por el  receptor Mas y AT2 (Bosnyak et al., 2012). 
Por otra parte, la Ang-(1-7) a través del receptor Mas revierte la inducción de 
LOX-1 (una proteína apoptótica) provocada por Ang II y a su vez incrementa la 
expresión de Bcl-2 disminuida por Ang II evitando la apoptosis en HUVEC (Yang et al., 
2012). Como se ha comentado el daño en el ADN induce senescencia, en relación a 
esto, el eje Ang-(1-7)/receptor Mas redujo el estrés oxidativo y el daño en el ADN 
causado por Ang II en el cuerpo cavernoso (Kilarkaje et al., 2013). De todo lo anterior 
podemos concluir que el efecto de la Ang-(1-7) sobre la disminución de senescencia 
inducida por Ang II e IL-1 podría relacionarse con el aumento en el estrés oxidativo 
causado por estas moléculas, sin embargo, es necesario determinar sus acciones 
sobre enzimas relacionadas con la producción de ROS como la NADPH oxidasa. 
Respecto a esto, en células endoteliales progenitoras se identificó que la 
sobreregulación de la Nox2 y Nox4 o la traslocación de Nox5 generan la producción 
de ROS causada por Ang II que incrementa la senescencia, lo que fue revertido con 
telmisartán (Li et al., 2011). En cualquier caso, cabe destacar que un hallazgo 
importante en este trabajo es la identificación de una nueva actividad biológica de la 
Ang-(1-7), concretamente como agente antisenescente. Por tanto, además de su 
efecto vasodilatador, antitrombótico o antiinflamatorio, la Ang-(1-7) puede actuar como 
una molécula beneficiosa a nivel vascular mediante una acción protectora frente a la 
senescencia prematura endotelial inducida por estrés.  
 
La Nampt/PBEF/visfatina aumenta el daño telomérico y genera la inducción de 
senescencia a través de su actividad intrínseca Nampt e involucra la activación 
de la vía de p53 en HUVEC. 
En contextos fisiopatológicos como es la obesidad, se ha demostrado una 
disminución de componentes de SRA que llevan a la producción disminuida de Ang-
(1-7) (Jones et al., 1997; Santos et al., 2010). Sin embargo, se ha demostrado un 
aumento paralelo de otras sustancias liberadas por el tejido adiposo que podrían ser 
deletéreas para la pared vascular (Leal y Mafra, 2013; Ronti et al., 2006). Entre ellas, 
se encuentra la Nampt/PBEF/visfatina que es una enzima que cataliza la producción 
de NAD+ mediante la vía salvaje (Revollo et al., 2004). En diferentes estudios, incluidos 
los de nuestro grupo de investigación, se ha demostrado que la Nampt/PBEF/visfatina 





proliferativas o mediante el deterioro de la relajación vascular, que son todas ellas 
antagónicas a las descritas para la Ang-(1-7), la Nampt/PBEF/visfatina puede activar 
la NADPH oxidasa endotelial (Vallejo y Romacho et al., 2011), lo que podría contribuir 
a un posible papel prosenescente, contrario al de la Ang-(1-7), de la 
Nampt/PBEF/visfatina. 
De hecho, en los resultados de esta investigación se obtuvo que la 
Nampt/PBEF/visfatina aumentó el daño en el ADN y el número de células senescentes 
tanto de una manera concentración dependiente como en función del tiempo. 
Posteriormente elegimos la concentración de 50 ng/ml, que se ha descrito en la 
circulación de pacientes obesos en contraposición con sus controles sanos (Filippatos 
et al., 2010), para el resto de los experimentos. 
Además observamos que el producto de la actividad Nampt, el NMN, mimetizó 
los efectos de la visfatina, lo que corroboró que sus acciones eran mediadas por esta 
actividad. Como hemos mencionado SIRT1 es una enzima que requiere de NAD+ para 
llevar a cabo sus funciones y genera nicotinamida, que a su vez es un inhibidor de las 
reacciones de desacetilación dependientes de NAD+, por lo que ambas vías se 
encuentran relacionadas (Dahl et al., 2012). En relación a esto y en contraste con 
nuestros resultados la sobreexpresión de Nampt aumentó la proliferación y disminuyó 
la senescencia en un ambiente de alta glucosa y ROS en células endoteliales 
(Borradaile y Pickering, 2009); a su vez que disminuyó la aparición de células 
poliploides característica de la senescencia endotelial (Borradaile y Pickering, 2010) y 
asociadas a la arterosclerosis en humanos (Satoh et al., 1998; Tokuraga et al., 1989) 
Además la Nampt atenuó la senescencia  en miocitos cardiacos (Hsu et al., 2009)  y 
en  células de músculo liso a través de la activación de SIRT1 que aumentó la 
degradación de p53 (Van der Veer et al., 2007). En tanto que en células de músculo 
liso la sobreexpresión de SIRT1 aumenta la proliferación celular solo si los niveles de 
Nampt están sobreexpresados, lo que genera una disminución de p21 atenuando la 
senescencia (Ho et al., 2009). No se tiene una explicación clara para estos resultados 
contradictorios sobre la relación entre visfatina y senescencia celular entre nuestros 
resultados y lo existente en la literatura. Sin embargo, podrían estar relacionados con 
la existencia de dos isoformas descritas para la visfatina: una isoforma constitutiva 
intracelular, de localización predominantemente nuclear y con funciones de 
mantenimiento celular, frente a otra isoforma secretable, extracelular, con funciones de 
tipo citoquiona (Revollo et al., 2004 y Van der Veer et al., 2005), como ocurriría en 





Para poder profundizar en el mecanismo prosenescente de la 
Nampt/PBEF/visfatina, se estudió primero el posible papel de la actividad enzimática 
Nampt. Se observó que el APO866 o FK866, un inhibidor  que compite directamente 
por el sustrato nicotinamida de la Nampt, abolió la inducción de daño en el ADN así 
como el incremento de las células positivas a SA-Gal. Además, observamos que el 
producto de la actividad enzimática Nampt, el NMN, mimetizó los efectos de la 
Nampt/PBEF/visfatina, lo que corroboró que sus acciones eran mediadas por esta 
actividad (Fig. 58) 
En 2003 se descubrió el FK866 y se propuso como agente antitumoral puesto 
que indujo apoptosis por la inhibición de Nampt en células de carcinoma de hígado 
(Hasmann y Schemainda, 2003), más recientemente se determinó que este inhibidor 
aumenta la actividad del p53/p21 disminuyendo la proliferación celular (Thakur et al., 
2012, Thakur et al., 2013). En concordancia con nuestros resultados, la inhibición de 
Nampt promovió la proliferación celular y una disminución de células positivas a la 
tinción SA-Gal en células tumorales y de fibroblastos humanos. Lo que coincidió con 
un aumento de la expresión de la reparación de daño en el ADN mediada por 
recombinación homóloga (esencial para mantener el genoma) y una disminución de la 
mediada por uniones finales no homólogas (reparación de  mutaciones) (Zhu et al., 
2012).  
Posteriormente se decidió investigar el mecanismo por el cual la visfatina 
induce la senescencia. Por lo tanto, se exploró el papel de la NADPH oxidasa, para 
ello se empleó la apocinina (inhibidor de la enzima) y se determinó que la inducción de 
SA-Gal generada por la visfatina fue abolida por este inhibidor. Esto sugirió que la 
visfatina podría inducir la NADPH oxidasa que genera ROS y daño en el ADN lo que 
desencadenaría la senescencia inducida por estrés (Fig. 58). Lo anterior se relaciona  
con que la visfatina, mediante su actividad Nampt, indujo la actividad de la enzima 
NADPH oxidasa en HUVEC lo que empeoró la relajación dependiente de endotelio en 
vasos de rata y de humano (Vallejo y Romacho et al., 2011). Así mismo una dieta alta 
en calorías aumentó la producción de ROS elevando la expresión de p53 que a través 
de NF-B provocó un aumento de adipoquinas proinflamatorias en el tejido adiposo lo 
condujo a la resistencia a insulina y diabetes en ratones (Minamino et al., 2009). Más 
específicamente en HUVEC la supresión de la expresión de Nox4 y Nox1, causó un 
aumento de la proliferación celular y  una disminución de daño en el ADN generado 
por estrés oxidativo (Lener et al., 2009); lo que sugiere una implicación de la NADPH 





expresión de Nox4 se implicó en la respuesta de daño en el ADN inducida por el 
oncogen H-Ras (Weyemi et al., 2012) y en una aceleración de la senescencia en 
fibroblastos (Geiszt et al., 2000). Sin embargo, es necesario explorar más a fondo el 





























Fig. 58. Esquema representativo del mecanismo de  la implicación en 
senescencia de la Ang-(1-7) y la Nampt/PBEF/visfatina. La Ang-(1-7), a través de la 
unión al receptor Mas, disminuye el número de células senescentes y el daño 
telomérico inducidos por Ang II e IL-1, mediante un mecanismo que aún queda por 
esclarecer. En tanto que la visfatina, a través de su actividad Nampt, produce un 
aumento de ROS mediante la inducción de la enzima NADPH oxidasa, lo que podría 
inducir la parada del ciclo celular y senescencia. Lo que se evidenció por un aumento 
de  células positivas a la tinción SA-Gal y de daño en los telómeros. 
 
Pretendemos que los hallazgos del presente estudio relacionados con los 
mecanismos prosenescentes de la Nampt/PBEF/visfatina, nos ayuden a esclarecer los 
mecanismos por los que la Ang-(1-7) ejerce un efecto antagónico antisenescente. Así, 
pretendemos en un futuro próximo esclarecer si el papel antisenescente endotelial de 





inhibición de la actividad NADPH oxidasa, además de explorar otras posibles 
proteínas implicadas como p21 ó p16 entre otras.  
 
Consideraciones finales. 
Para finalizar, podemos decir que este estudio pone de relieve a la Ang-(1-7) 
como una molécula con capacidad antiinflamatoria tanto en el músculo liso vascular 
como en el endotelio humano. Cabe destacar el hallazgo de que, a nivel de 
inflamación, la Ang-(1-7) es capaz de actuar no sólo como un antagonista fisiológico 
de la Ang II sino también de otras moléculas inflamatorias independientes del SRA, 
como puede ser la citoquina IL-1Podemos pensar además que, al inhibir rutas 
generales de señalización asociadas a la inflamación como pueden ser la activación 
de la NADPH oxidasa o el factor de transcripción NF-B, la Ang-(1-7) podría tener una 
capacidad antiinflamatoria frente a un gran espectro de agentes inflamatorios.  
Además de la acción antiinflamatoria de la Ang-(1-7), el estudio también 
identifica  por primera vez a este péptido del SRA como un agente antisenescente 
endotelial capaz de contrarrestar el daño telomérico inducido por sustancias 
relacionadas o no con el SRA. Por tanto, queda identificado un nuevo mecanismo por 
el cual la Ang-(1-7) puede actuar como un protector vascular. 
Tanto los efectos antiinflamatorios como antisenescentes atribuidos a la Ang-
(1-7) en el presente estudio están mediados por la activación del receptor Mas. Por 
tanto, la modulación de dichos receptores emerge como una posibilidad terapéutica 
futura para regular diferentes aspectos de la función vascular. Así, cabe proponer que 
la activación del receptor Mas permitirá contrarrestar, al menos parcialmente, la 
disfunción endotelial observada en diferentes situaciones fisiopatológicas, como puede 
ser, entre muchas otras, el daño vascular producido por un desequilibrio en la 
producción de adipoquinas por el tejido adiposo en relación con enfermedades del 
metabolismo. De una manera global el eje Ang-(1-7)/receptor Mas emerge como  una 
potencial y prometedora diana terapéutica para prevenir o mejorar la función vascular 































De este trabajo de investigación se pueden extraer las siguientes conclusiones: 
1.- La Ang-(1-7) ejerce una acción antiinflamatoria, medida en términos de inducción 
de la iNOS, en las CMLAH en cultivo estimuladas tanto  con Ang II como con otras 
moléculas independientes del SRA, como puede ser la IL-1. 
2.- El efecto antiinflamatorio de la Ang-(1-7) en las CMLAH en cultivo es dependiente 
de la concentración y está mediado por un efecto inhibidor de la activación consecutiva 
de la enzima NADPH oxidasa y del factor de transcripción NF-B inducida tanto por 
Ang II como por IL-1. 
3.- La Ang-(1-7) ejerce su efecto antiinflamatorio en las CMLAH a través de su unión al 
receptor metabotrópico Mas. Parece existir un único subtipo de receptor Mas en las 
CMLAH. 
4.- La Ang-(1-7) reduce también la activación de otro tipo celular vascular como es la 
célula endotelial. Así, la Ang-(1-7) reduce la expresión de moléculas de adhesión como 
ICAM-1 y VCAM-1 en HUVEC a través de la activación del receptor Mas. 
5.- Las moléculas inflamatorias Ang II e IL-1pueden inducir daño telomérico y 
entrada en senescencia en HUVEC. Este efecto senescente es parcialmente 
contrarrestado por la Ang-(1-7), en un efecto mediado por su unión al receptor Mas.  
6.- La adipoquina Nampt/PBEF/visfatina, cuyos niveles están aumentados en 
situaciones como la obesidad en las que se ha descrito una disminución paralela de 
Ang-(1-7), induce por el contrario la entrada en senescencia de las células endoteliales 
y el daño telomérico de una manera dependiente de la concentración y el tiempo, por 
medio de su actividad Nampt. En el mecanismo prosenescente de la 
Nampt/PBEF/visfatina también está involucrada la activación de la NADPH oxidasa.  
En resumen, la activación del eje Ang-(1-7)/Mas podría constituir una potencial 
y prometedora diana terapéutica como atenuador de la inflamación y la senescencia 
vascular inducidas por un amplio número de moléculas, relacionadas o no con el SRA, 
y cuya sobreexpresión se ha relacionado con el daño vascular asociado a 






























The main conclusions obtained from this work are the following: 
1.- Ang-(1-7) exerts an anti-inflammatory action, measured by the induction of iNOS in 
cultured HASMC induced not only by Ang II, but also by RAS-independent pro-
inflammatory molecules, such as the cytokine IL-1. 
2.- The antiinflammatory effect of Ang-(1-7) is a concentration dependent and is 
mediated through  the inhibition of NADPH oxidase and NF-B activation by either Ang 
II or IL-1. 
3.- Ang-(1-7) exerts its anti-inflammatory effect in HASMC through binding to the 
metabotropic Mas receptor. The results suggest the presence of a single subtype of 
Ang-(1-7) receptor in HASMC. 
4.- The activation of Ang-(1-7)/Mas receptor axis decreases the expression of the 
adhesion molecules ICAM-1 and VCAM-1 in HUVEC. 
5.- The inflammatory molecules, Ang II and IL-1 can induce telomere damage and 
senescence in HUVEC. Ang-(1-7), acting through Mas receptor, can partially attenuate 
this prosenescent effect.  
6.- On the contrary, the adipokine Nampt/PBEF/visfatin, whose circulating levels, 
opposite to Ang-(1-7), are enhanced in pathological contexts like obesity, induces 
senescence and DNA damage in a concentration and time dependent-manner. This 
prosenescent effect relies Nampt enzymatic activity and involves NADPH oxidase 
activity. 
In summary, the Ang-(1-7)/Mas receptor axis could represent a potential novel 
therapeutic target for attenuating vascular inflammation and senescence induced by 
those RAS-dependent or -independent molecules whose over-expression is associated 
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